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Vergiftung der Glykolyse durch Schwermetall. 
Reaktivierung durch Warburgsches Co-Ferment 
und durch Eulersche Co-Zymase. 


(Vorlaufige Mitteilung.) 


Von 


Th. Wagner-Jauregg und H. W. Rzeppa. 





| (Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Mai 1936.) 


Ks wurde gefunden, daB die Milchsiurebildung aus Glucose- 
(-phosphorséure oder aus Fructose-diphosphorsiiure in dialysiertem 
Froschmuskelextrakt + Magnesiumchlorid + Adenosintriphosphat 
durch Zusatz sehr geringer Mengen mancher Schwermetallsalze 
stark gehemmt werden kann (Cu, Fe", Fe™', nicht dagegen Zn und 
Cd). Beispielsweise unterdriickt CuSO, in einer Konzentration 
von m/400000 die Glykolyse vollstindig (Tab. I). 

Diese Hemmung durch Schwermetall lie® sich durch War- 
burgsches Co-Ferment oder durch Eulersche Co-Zymase bei 
emem molaren Verhiltnis Metall : Reaktivator = 1:75 wieder 
aufheben. Die gebildete Milchsiuremenge betrug im schwer- 
metallvergifteten Ansatz in unseren Versuchen bei gleichzeitiger 
Anwesenheit von Adenosintriphosphat und Co-Zymase bzw. 
Warburgschem Co-Ferment meistens mehr als das Doppelte, als 
sich additiv aus den Einzelansaitzen (Adenosintriphosphat allein 
und Co-Zymase baw. Warburgsches Co-Ferment allein) berechnen 
lieB (Tab. I und II). 

Die Steigerung der Glykolyse (in Gegenwart von Adenosin- 
tiphosphat) durch Co-Zymase hat schon K. Lohmann!) beob- 
achtet. Wir finden, daB die Aktivierung durch Co-Zymase (bei 


') Biochem. Z. 241, 67 (1931). 








II Th. Wagner-Jauregg und H. W. Rzeppa, 


gleichzeitiger Anwesenheit von Adenosintriphosphat) in schwer- 
metallarmen Ansitzen gering ist und deutlich erst dann in Er. 
scheinung tritt, wenn Spuren von CuSO, zugesetzt werden (Tab. I, )), 


Tabelle I. 


Hemmung der Glykolyse durch CuSO,; 
Reaktivierung durch Warburgsches Co-Ferment 
und durch Co-Zymase. 


a) Je Ansatz: 2,5 cem dialysierter Froschmuskelextrakt; 0,4 cem m_2v 
hexosediphosphorsaures Na; 0,2 ccm m/10-MgCl,. Gesamtvolumen 4,1 ccm, 
Temperatur 20°, Reaktionsdauer 1 Stunde. 








Gebildet 
ir Zusiitze ni Seca Berechnet (additiy 
Nr. husiitze (gegen a 
Kontrolle mg Milchsiure 
ohne Zusiitze) 








1 0,1 mg PP .... sh 0,80 














2 0,13 mg W.-Co- Ferment . . 0,16 
3 0,1. mg ATP + 0,13 mg \ W.- 
Co-Ferment*). . . 0,88 0,96 (Nr. 1 + Nr. 2) 


Dasselbe, unter Zugabe von 0,1 cem m/10000-CuSO, (1-107° Mole) 


4 0img ATP. . — 0,08 
5 0, 13 mg W.-Co- Ferment . 0,43 
6 0, img ATP + 0,13 mg W.- 
Co-Ferment (1,7-10-? Mole) 1,04 0,51 (Nr. 4 + Nr.5 


b) Ansiitze wie oben. Gesamtvolumen 3,5 ecm. 


1 Oe 6 ee 0,44 
2 0,1 mg Co-Zymase . . 1,02 
3 0,1 mg ATP + 0,1 mg Co- 
Zymase ... es 1,78 1,46 (Nr. 1 + Nr. 2) 


Dasselbe, unter Zugabe von 0,2 cem m/10000-CuSO, (2-107% Mole) 


4 NE 2 ae 0,06 
5 0,1 mg Co-Zymase ... . 0,72 
6 0,1 mg ATP + 0,1 mg Co- 
Zymase (1,3- 10-7 Mole) , 1,41 0,78 (Nr. 4 + Nr. 5) 


*) ATP = Adenosintriphosphorsiure (als Na-Salz), 
W.-Co-Ferment = Warburgsches Co-Ferment. 


Die Co-Zymase wirkt in niedrigen Konzentrationen (die fir 
die Entgiftung der zugesetzten Schwermetalle ausreichen) allei, 
d. h. ohne Zusatz von Adenosintriphosphat, nicht als Co-Ferment 
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Vergiftung der Glykolyse durch Schwermetall. Ill 


der Glykolyse. Bei héheren Co-Zymasekonzentrationen wurde 
aus Hexosediphosphat auch ohne Zusatz von Adenosintriphosphat 
Milchsiure gebildet (Tab. II), entsprechend den Angaben von 


Tabelle II. 


Wirkung steigender Mengen von Co-Zymase 
auf die schwermetallgehemmte Glykolyse. 
Je Ansatz: 2,5 cem dialysierter Froschmuskelextrakt‘); 0,4 cem m/20- 


hexosediphosphorsaures Na; 0,2 cem m/10-MgCl,. Gesamtvolumen 3,7 cem, 
Reaktionstemperatur 20°, Reaktionsdauer 1 Stunde. 














Gebildet 
" ee mg Milchsiure Berechnet (additiv) 
Nr. Zusiitze (gegen ; se 
Kontrolle mg Milchsiiure 
ohne Zusiitze) 
Oe6me Ale ..... 0,28 
2 0,05 mg Co-Zymase . . 0,11 
3 0,44 mg ATP + 0,05 mg 
Co-Zymiase..... 0,93 0,40 (Nr. 1 + Nr. 2) 
4 0,10 mg Co-Zymase . . 0,40 
5 0,44 mg ATP + 0,10 mg 
Co-Zymase..... 1,61 0,69 (Nr. 1+ Nr. 4) 
6 0,25 mg Co-Zymase . . 1,05 
ri 0,44 mg ATP + 0,25 mg 
Co-Zymase..... 1,74 1,33 (Nr. 1 + Nr. 6) 


H.y. Kuler und KE. Ginther?) iiber die Milchsiurebildung aus 
Glykogen + Hexosediphosphat*). Die Co-Zymase vermag dem- 
nach im glykolytischen System anscheinend auf zweierlei Art 
zu funktionieren; einerseits als selbstiindiges Co-Ferment der 
Milchsiurebildung, andererseits als Reaktivator der Schwermetall- 
vergiftung. Das entspricht den Verhiiltnissen bei der Methyl- 
glyoxalase, wo nach K. Lohmann‘) Glutathion sowohl als spezi- 


') Die Dialyse war in diesem Falle gegen destilliertes Wasser vor- 
genommen worden, das einem metallenen Aufbewabrungsgefi8 entstammte 
und geringe Mengen von Eisen und Kupfer geldst enthielt. 

*) Diese Z. 235, 104 (1935); 237, 221 (1935); 239, 83 (1936). 

‘) Bei der Glykolyse des Glykogens (ohne Zusatz von Hexose-diphos- 
phat) ist als Co-Ferment, nach K. Lohmann (a.a. O., vgl. auch H. v. Euler 
u. K. Giinther, a. a. 0.) ausschlieBlich Adenosintriphosphorsiure wirksam, 
nicht dagegen Co-Zymase. 

*) Biochem. Z. 264, 332 (1932). 
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fisches Co-Ferment wie auch entgiftend (durch Komplexbildung) 
im schwermetallgehemmten System wirkt. | 

Die beobachtete Entgiftung von Schwermetallspuren in 
elykolytischen System durch Warburgsches Co-Ferment und 
Eulersche Co-Zymase sind spezifische Eigenschaften dieser Sub- 
stanzen. Andere Schwermetall-Komplexbildner wie Cystein und 
Glutathion wirken sehr viel schwicher, Muskeladenylsiure und 
KCN iiberhaupt nicht. Die Reihe der natiirlich vorkommenden 
Schwermetallentgifter ist damit um zwei Vertreter erweitert. Ks 
wird von Interesse sein, festzustellen, ob auch andere schwer- 
metallgehemmte Enzymsysteme durch Warburgsches Co-Ferment 
und Co-Zymase reaktiviert werden kinnen. 














Das Verhalten der Argininsdure im Stoffwechsel. 
Von 
K. Felix und H. Miiller. 


Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft.) 


fAus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. *)] 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Februar 1936.) 


Wir haben die Argininsiure an Kaninchen und Hunde, 
ferner an Patienten mit pseudohypertrophischer Muskeldystrophie, 
Myasthenie und Diabetes verfiittert, und erwarteten AufschluB 
iiber den oxydativen Abbau des Arginins zu erlangen. Nachdem 
hei der Argininsiure die g-Aminogruppe des Arginins durch eine 
Hydroxylgruppe ersetzt ist, sollte sie den oxydativen Kriften des 
Organismus eher zugiinglich sein. Arginin, das man als solches 
einem ier zufiihrt, wird praktisch ausschlieBlich hydrolytisch 
durch die Arginase abgebaut. So ist es bis jetzt noch nicht 
wiglich gewesen, durch Fiitterungsversuche den Zusammenhang 
wwischen Arginin und Kreatin, bzw. Kreatinin nachzuweisen. 
Nach unsern bisherigen Kenntnissen iiber den Abbau der Amino- 
siuren wire es allerdings richtiger gewesen, die dem Arginin 
entsprechende e@-Ketonsiiure zu verfiittern. Die Darstellung der- 
selben ist aber noch nicht gelungen. Immerhin liegen verschie- 
dene Beispiele vor, wo die Oxysiiure im Stoffwechsel das gleiche 
Schicksal hat wie die zugehérige Amino- und Ketonsiiure. Bei 
der Oxydation mit Bariumpermanganat liefert die Argininsiiure 
dieselben Produkte wie das Arginin’), 

Die Argininsiure ist keine ganz harmlose Substanz. Von 
cut ernihrten Tieren wird ihre Verfiitterung oder Injektion ohne 
besondere Stérung vertragen. Bei hungernden Tieren erzeugt sie 
dagegen in Dosen von iiber 0,5 g pro Kérperkilo Vergiftungen, 
lie in einzelnen Fallen zum Tode fihrten. Die Tiere wurden 
apathisch, verweigerten das Futter und verloren ihre normale 


: ") Die Versuche wurden in den Jahren yor 1934 im Laboratorium 
ver I], Med. Klinik in Miinchen ausgefiihrt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXL. 
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Muskelspannung. Wir sind diesen Erscheinungen nicht weiter 
nachgegangen und haben nur wiederholt den Blutzucker bestimmt, 
ohne aber eine nennenswerte Anderung feststellen zu kénnen, 
Menschen konnten 10—30 g pro Tag ohne irgendwelche Be. 
schwerden zu sich nehmen. 

Die Versuche an Kaninchen und Hunden hatten im wesent. 
lichen dasselbe Ergebnis. Zufuhr von Argininsiure bewirkte 
regelmaBig einen Anstieg des Gesamtstickstoffs im Harn, der in 
einigen Versuchen sogar héher war, als der aufgenommenen 
Argininsaiure entsprach. Die Vermehrung war in der Hauptsache 
durch Harnstoff und Kreatin bedingt, daneben noch in mehreren 
Versuchen durch Kreatinin und etwas unverinderte Argininsiiure, 
wie wir aus der Verstirkung der Reaktion nach Sakaguchi 
schlossen. Die Zunahme an Kreatin schwankte sehr, was wobl 
hauptsichlich durch den Zustand des Tieres bedingt war. Die 
erdBte Steigerung trat in den Versuchen ein, wo die Arginin- 
siure toxisch wirkte. Sie erreichte hier 30—50°/, d. Th., wem 
man annimmt, daB ein Molekiil Argininsiure ein Molekiil Kreatin 
liefert. Da wir das Kreatin als Kreatinin bestimmt haben, kinnte 
die Zunahme auch durch Guanidinessigsiure vorgetiuscht sein: 
denn sie geht beim Behandeln mit Siéuren in Glykocyamidin 
iiber, das ebenfalls die Jaffésche Reaktion gibt. Diese Méglich- 
keit l4Bt sich aber ausschlieben; wir haben nimlich in 2 Ver- 
suchen neben Kreatinin und Kreatin auch noch den Methylimit- 
stickstoff bestimmt. Er war an sich in den einzelnen Harnportionen 
hdher als dem Gehalt an Gesamtkreatinin entspricht, aber die 
Differenz zwischen Hauptperiode und Vorperiode entsprach inner- 
halb der Fehlergrenzen sehr gut der Vermehrung an Gesamt- 
kreatinin. Die andern im Harn vorkommenden Substanzen mit 
Methylimidstickstoff wurden also durch die Argininsiure nicht 
beeinfluBE. 

Patienten mit pseudohypertrophischer Muskeldystrophie 
zeichnen sich dadurch aus, daB sie das Kreatin nicht zuriick- 
halten kénnen und eignen sich deswegen nach KE. Brand, 
M. M. Harries, M. Sandberg und A. I. Ringer?) besonders gut 
zur Priifung von Substanzen auf ihre Fiahigkeit Kreatin 2 
bilden. Die amerikanischen Autoren fanden in ihren Versuchet 
mit den verschiedensten Substanzen besonders nach Glykokoll 
und Guanidinessigsiiure eine Vermehrung des Harnkreatins. Wi! 
haben 2 Patienten dieser Art Argininsiiure verabreicht und ebet- 
falls eine Vermehrung des Kreatins bekommen; sie war abel 
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Das Verhalten der Argininsiure im Stoffwechsel. 8 


yerhiltnismiBig geringer als in den Tierversuchen. Im einen 
Fall betrug sie nur 0,6 und im andern 11°/, d.Th. Bei ersterem 
hatte aber auch eine Aquimolekulare Glykokollmenge keine 
gréBere Wirkung. 

Bei einem Patienten mit der klinischen Diagnose Myasthenie 
hatten weder Argininsdéure noch Glykokoll KinfluB auf die Kreatin- 
ausscheidung. In keiner Periode wurde es im Harn gefunden. 

In 2 Versuchen an Diabetikern blieb die Kreatinausscheidung 
nach Argininséure unverindert. Dagegen erhéhte sich jedesmal 
der Harnzucker. Der zugefiihrte Stickstoff erschien gréBtenteils 
wieder in Form von Harnstoff, zu einem kleinen Teil als unver- 
inderte Argininsdure. 

Die Resultate der Versuche an den Tieren und an den 
Muskeldystrophikern wiirden an sich den SchluB zulassen, daB die 
Argininséure in Kreatin iibergegangen ist. Bei jedem andern 
Stoffwechselversuch, wo die Ausscheidung eines Endproduktes 
nach Zufuhr eines Stoffes mit derselben charakteristischen 
Gruppe (hier Guanidingruppe) erhdht ist, wiirde man einen 
solchen SchluB auch ohne Bedenken ziehen. Im Falle des 
Kreatins ist das leider nicht méglich, weil seine Ausscheidung 
durch so viele auch unspezifische Faktoren beeinfluBt werden 
kann, Immerhin ist in unseren Versuchen die Zunahme des 
Kreatins doch so bedeutend, daB eine Neubildung aus Arginin- 
siure nicht unwahrscheinlich und eine Mehrausscheidung nicht 
allein durch Diurese bedingt ist. Kine Diurese liegt zweifellos 
in den Versuchen vor, wo mehr Stickstoff ausgeschieden, als 
mit der Argininsiure zugefihrt wurde. Die Vermehrung ist 
aber hauptsachlich auf Rechnung von Harnstoff und Ammoniak 
zu setzen. 

Das neu gebildete Kreatin kann durch oxydativen Abbau 
iber Guanidinbuttersiure und Guanidinessigsiure aus der Arginin- 
siure entstanden sein. Die Resultate aus den Versuchen an Dia- 
betikern legen aber noch eine andere Erklirung nahe. Die Zu- 
nahme von Harnstoff und Zucker, die hier eintrat, setzt einen 
hydrolytischen Abbau voraus, entweder der Argininsiiure selbst 
oder eines der genannten hypothetischen Zwischenprodukte. 
I.Karashima‘) beobachtete nimlich eine Bildung von Harnstoff 
aus Guanidinessigsiure in Leberbrei. Bei entsprechender Lage 
des Stoffwechsels kénnte nun die Zerlegung der Guanidingruppe 
so verlaufen wie in den Modellversuchen von M.Bergmann und 
H.Késter) tiber die Bildung von Glykocyamin und Kreatin aus 
1* 

















4 K. Felix und H. Miiller, 


Glykokoll bzw. Sarkosin mittels Triacetylanhydroarginin. je 
hier die Amidingruppe vom Arginin selbst auf die beiden Amino- 
siuren tibertragen wird, so kiénnte sie auch vielleicht ebenso aus 
der Guanidinessigsiure, der Guanidinbuttersiiure oder gar der 
Argininsiure selbst abgespalten und auf Sarkosin iibertragey 
werden. Aus dieser Uberlegung heraus haben wir einem Muskel- 
dystrophiker Argininsiure und Glykokoll gleichzeitig gegeben. Die 
Zunahme der Kreatinausscheidung war aber nicht gréBer, als 
wenn eine der beiden Substanzen allein verabreicht wurde. Der 
vermutete ProzeB hat also in diesem Versuch nicht stattgefunden, 
Immerhin veranlaBten uns diese Ergebnisse, das Verhalten 
der Argininsiure gegentiber Arginase erneut zu priifen. Seinerzeit 
konnten wir in Gegenwart von Boratpufier von p,, = 9 keinen 
Abbau *) feststellen. Die Versuche wurden mit Frau M. Lehnartz 
zusammen wiederholt, woriiber noch gesondert berichtet werden 
wird. Bei Verwendung von Glykokollpuffer ergab sich bei p,,=9 
nur eine geringe Spaltung, die in 3 Tagen etwa 10°/, betrug. In 
Phosphatpuffer dagegen von p,, = 7 wird bedeutend mehr Harn- 
stoff gebildet und erreicht die Spaltung in 5 Tagen 90°/, des 
insgesamt méglichen. Somit kann also auch die Argininsiiure 
selbst an der Guanidingruppe im Stoftwechsel hydrolytisch ab- 
gebaut werden, aber es verliiuft bei ihr diese Reaktion sehr yiel 
langsamer als beim Arginin, so dab den oxydativen Kriften des 
Organismus noch geniigend Zeit zum Angriff bleibt. Je nach 
den Bediirfnissen des Stoffwechsels wird der oxydative (Muskel- 
dystrophie) oder der hydrolytische Abbau (Diabetes) vorwiegen. 
Ks bleibt aber noch zu beweisen, da auch die «-Oxy-d-amino- 
valeriansiiure ebenso wie Omithin in Zucker iibergehen kann. 


Experimenteller Teil. 


I. Neue Darstellung der Argininsaéure. Die wiederholte Darstellung 
der Argininsiure ergab, daB unsere erste Vorschrift nicht immer eine gute 
Ausbeute lieferte. Die Schwierigkeit liegt in der Bestiindigkeit des Arginin- 
nitrits, welches zuniichst bei der Reaktion von Silbernitrit mit Arginin- 
hydrochlorid entsteht. Es zersetzt sich auch in der Siedehitze nur selir 
langsam unter Entwicklung von Stickstoff, schneller und vollstiindiger da- 
gegen, wenn man Mineralsiiure in geringem UberschuB zufigt. 

50 ¢ Argininhydrochlorid werden in 200 cem Wasser gelést und unter 
stiindigem Riihren 50g (1,4 Mol) Silbernitrit in kleinen Portionen zugefiilutt. 
Man rithrt so lange, bis in einer filtrierten Probe die Reaktion auf Chior 
negatiy ist, meistens 5 Stunden. Vom Silberchlorid wird abfiltriert und das 
Filtrat zum Sieden erhitzt, dabei entwickelt sich Stickstoff. Wenn die Gas- 
entwicklung gering geworden ist oder ganz aufgehért hat, siuert man mit 
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einer kleinen Menge 20°/,iger Schwefelsiiure an. Darauf setzt die Gas- 
entwicklung von neuem ein. Man fihrt mit dem Zusatz der Siure so lange 
fort, bis kein Stickstoff mehr entwickelt wird und die Reaktion auf salpetrige 
Siure mit m-Phenylendiamin ganz schwach geworden ist. Vdéllig negativ 
wird sie nicht. Es ist wichtig, die Schwefelsiiure langsam zuzugeben und 
jedesmal zu warten, bis die Gasentwicklung wieder aufgehért hat. Je 
langsamer die Desamidierung verliuft, um so besser wird die Ausbeute. 
Man kommt im allgemeinen mit 10—15 cem Schwefelsiiure aus. Der noch 
vorhandene Rest von Silber wird durch Schwefelwasserstoff entfernt und 
aus dem Filtrat des Silbersulfids fallt man die Schwefelsiiure mit Baryt. 
Beide Niederschliige sind griindlich auszuwaschen. Die Lésung soll jetzt 
nurmehr Argininsiiure enthalten und neutral oder ganz schwach alkalisch 
reagieren, Stirker alkalische Reaktion deutet darauf hin, daf noch ein 
Teil unverinderten Arginins vorhanden ist. Die Lésung wird auf dem 
Wasserbad mit Tierkohle entfirbt und im Vakuum bei 50° Badtemperatur 
zur Trockne eingeengt. Die Argininsiure scheidet sich krystallin an den 
Wiinden des Kolbens ab. Zur weiteren Reinigung wird das Rohprodukt 
25—30 g) in wenig Wasser geldést, mit 96°/,igem Alkohol bis zur bleibenden 
Tribung versetzt und im Ejisschrank zur Krystallisation stehen gelassen. 
Aus der abfiltrierten Mutterlauge erhilt man auf Zusatz yon Ather noch 
eine weitere Menge. 


II. Tierversuche. Die Tiere wurden in Kiifigen gehalten, welche es 
gestatteten, den Harn getrennt vom Kot aufzufangen. Die Kaninchen er- 
hielten eine abgewogene Menge Futter, meist Hafer, in manchen Versuchen 
auch Riiben und Sago oder Kohl, also eine eiweiBarme Kost. Zur Deckung 
des Kalorienbedarfes wurde Zucker gegeben, der in den spiiteren Versuchen 
im Trinkwasser aufgelést wurde. Dadurch wurde erreicht, da die Tiere 
mehr tranken und tiglich spontan urinierten. Die Art der Kost, ob sauer 
(Hafer) oder mehr alkalisch (Riiben, Kohl), hatte auf die Resultate keinen 
nennenswerten EinfluB. 

Der Hund erhielt ebenfalls ein eiweiBarmes Futter, das aus Zucker- 
wasser, Milch und stickstoffarmem Gebiick bestand. 


Die Tiere wurden zu Anfang, am Schluf8 und einmal wihrend des 
Versuches gewogen. Der Harn wurde tiglich gesammelt, Menge, spezifisches 
Gewicht und Reaktion bestimmt. In der nachfolgenden Tab. I sind diese 
Werte nicht aufgenommen, da sie nichts Besonderes zeigen. Der Gesamt- 
stickstoff wurde nach Kjeldahl, der Harnstoff gemeinsam mit dem Ammo- 
niak nach der bekannten Ureasemethode, Kreatin und Kreatinin nach Folin 
hestimmt. 

Die Argininsiiure wurde in den ersten Versuchen den Tieren in 
10"/,iger Loésung zu trinken gegeben, in den spiteren unter die Haut 
gespritzt. Wie schon erwiihnt, wurden die Injektionen gut vertragen, so- 
lange die Dosen nicht mehr als 0,5 g pro Kérperkilo und Tag betrugen. 

In der Tab. I sind die Ergebnisse der Tierversuche in stark gekiirzter 
Form wiedergegeben. Die Versuche gliedern sich in eine Vor-, Haupt- 
und Nachperiode. Die Vorperiode diente der Einstellung. In der Haupt- 
periode wurde die Argininsiure teils allein, teils mit Natriumphosphat 
zlsammen gegeben, in der Erwartung, daB dieser Zusatz die Bildung von 
Kreatin férderte. Tatsiichlich hatte er keinen groBen EinfluB. 














Die Zahlen geben immer die Werte fiir die gesamte Periode an. Dip 
Zunahme in der Hauptperiode wurde jeweils auf Grund des Mittels aug 
Vor- und Nachperiode berechnet. Die Kreatinausscheidung erstreckte sich 
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allerdings in einzelnen Versuchen noch bis in die Nachperiode hinein. 








Tabelle I. 
© 7, tH A q Si 
E Dauer ¢ $ of iE 2.5 
Tora .Nr n FZ; P= e 2 f 
7 Nr. = sp | der Periode 2 Ez & é a 6 
weal ‘SH & | in Tagen o m+ aa = 
tl 
a mg mg mg mg 
3 Vor 5 | 1946 1570 318,3 0,7 
Kaninchen | 2640 | Haupt 6 56538 4165 345,0 143,9 
Nach 5] 3420 | 2017 | 3095 | 2, 
Zunahme: 2428 | 2014 |-—30 | 142. 
6 Vor 6 2792 2291 483 46 
Kaninchen 360 | Haupt 3 2348 1610 221,2 535,3 
Nach OF} _ 
Zunahme: 902 | 474 | — 20,3 | 512,29 
5 Vor 1 482 239,5 13,6 10,4 
Kaninchen 480 | Haupt 1] 1092 — 683,8 83,2 | 1918 — 
Zunahme: 610 | 444,3 | 69,6 | 181,4 
7 Vor 5 | 2737,5 | 20085 | 599,5 0,9 
Kaninchen 240 | Haupt 4 3683,5 | 2402,2 640,0 261,6 
Nach (8) 7] 5150,3 | (1713,8) | 722,38 | 41,8 
Zunahme: 10545] 541,383 | 199,4 | 247,4 
11 Vor 2] 13897 1188 212 0 
Kaninchen 0 | Haupt 2 1525 1335 213 0 
Nach 2 1014 726 159 0 
14 Vor 2] 11144] 565,7 | 160,0 0 
Hund 240 | Haupt 2 2241,1 | 1505,8 221,4 168,9 
Nach 2 1345,5 1004,2 148,6 | 25,1 
Zunahme: 1011,2] 720,9 | 67,1 | 156,3 
15 Vor 2] 22834] 18464 | 173,6 0 
Hund 240 | Haupt 2] 382281] 2179,4 | 265,1 41,2 
Nach 2]| 2469,7 | 2067,8 | 185,6 | 27,9 
Zunahme: 98516 | 2223 | 84,5 | 27,3 
















































































Zur Erliuterung der Tabelle sei noch folgendes zugefiigt. 











Versuch 3: 


Kaninchen, Anfangs- und SchluBgewicht 1600 g; Futter tiglich 20 g Hafer 
und 20 g Zucker in 200 cem Wasser. Zweimal 3,5 g Argininsiure wurden 
ihm verfiittert und zweimal 2¢g noch injiziert. Ausbeute an Kreatin 1,6") 
d. Th. — Versuch 6: Kaninchen. Als Futter erhielt es tiglich ausschlieBlich 
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30 g¢ Zucker, dazu am 6. Versuchstag nachmittags und am 7. Versuchstag 
vormittags und nachmittags je 0,5 g Argininsiiure und 0,5 ¢g Na,HPO,, ins- 
gesamt also 1,5 g Argininsiiure. Am 9. Versuchstag starb das Kaninchen. 
Ausbeute an Kreatin 52°/, d. Th. — Versuch 5: Dieses Kaninchen war in 
gut ernihrtem Zustand und wurde ohne weitere Vorbereitung in den Ver- 
such genommen. Nach einem Vortag wurden ihm 2 g Argininsiure und 
2 ¢ Na,HPO, injiziert. Am 2. Tag war es bereits so apathisch, daB es in 
der Narkose getoétet und der Harn aus der Blase entnommen wurde. Aus- 
beute an Kreatin 14°/, d. Th. — Versuch 7: Kaninchen, Anfangsgewicht 
3000 g, am letzten Tag der Vorperiode 2840, am Ende der Hauptperiode 
2720, am SchluB der Nachperiode 2750 g. Es erhielt an 2 Tagen 0,5 g 
Argininsiiure und ebensoviel Na,HPO,. Futter 50 g Riiben und 20 g Zucker 
tiglich, Ausbeute an Kreatin 39°/, d. Th. Der Harnstoff wurde nur in 
den ersten 8 Tagen der Nachperiode bestimmt. — Versuch 11: Kaninchen. 
Es erhielt an den beiden Tagen der Hauptperiode je 20 g Na,HPO,. Es 
sollte mit diesem Versuch die Wirkung des Natriumphosphates und der 
Einflu8 der Diurese gezeigt werden. Die Zunahme des Harnstoffes ent- 
spricht der Zunahme des Gesamtstickstoffes, wihrend das Kreatinin sich 
nicht dinderte. Kreatin wurde iiberhaupt nicht ausgeschieden. In einem 
andern dihnlich angesetzten Versuch trat dagegen eine leichte Vermehrung 
von Kreatinin und auch etwas Kreatin auf, die aber die Werte bei der 
Argininsiure nicht erreichten. — Versuch 14: Hund. Anfangsgewicht 5820, 
Endgewicht 5620 g. Futter 40 g Zucker und 50g eiweiBfreies, aus Mehl 
und Fett bereitetes Gebiick. Am 6. und am 7. Tag wurden ihm je 0,5 g 
Argininsiiure und ebensoviel Na,HPO, injiziert. Ausbeute an Kreatin 24°/, 
d. Th. — Versuch 15: Derselbe Hund, Gewicht 6690 g, Futter 250 ecem 
Milech und 40 g Zucker. Am 3. und 4. Tag erhielt er je 0,5 g Argininsiure 
und Na,HPO, Am gleichen Hund wurde noch ein weiterer Versuch mit 
Natriumphosphat allein ausgefiihrt. Nach einer Vorperiode von 7 Tagen 
erhielt er in 7 weiteren Tagen 0,5 g Na,HPO,. In den ersten Tagen stiegen 
Gesamtstickstoff, Harnstoff und Kreatinin etwas an, um spiiter wieder ab- 
zusinken, teilweise sogar unter den Ausgangswert. 


III. Versuche an Menschen. Die Patienten erhielten eine gleich- 
miBige eiweiBhaltige Kost und die Argininsiure in waBriger Losung als 
Getriink oder der Suppe beigemischt. 

Neben den in der Tab. II bezeichneten Daten haben wir noch den 
mit Phosphorwolframsiure fillbaren Stickstoff, die Harnsiure, die Phos- 
phorsiure und bei den Diabetikern auch den Zucker bestimmt. Da die 
ersten 3 Bestimmungsarten keine besonderen Resultate ergaben, sind sie in 
der Tabelle weggelassen worden. Im einzelnen ist noch folgendes zu den 
Versuchen zu bemerken: 

Versuch 20: Patient mit pseudohypertrophischer Muskeldystrophie 
erhielt vom 4, bis zum 6. Tage je 10 g Argininsiure. Der Patient war 
nicht so lange in der Klinik zu halten, bis sein Stickstoffgleichgewicht ein- 
gestellt war, hier muB die Mehrausscheidung an Gesamtstickstoff gegeniiber 
der Zufuhr an Argininsiure nicht unbedingt durch Diurese verursacht sein. 
Dagegen ist die Zunahme an Kreatin deutlich. — Versuch 21: An diesem 
zweiten Muskeldystrophiker sollte der Hinflu8 der Argininsiure mit dem 
des Glykokolls verglichen werden. Zunichst erhielt er auf 5 Tage verteilt 
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Tabelle II. 





Vers.-Nr. 
| Krankheit 
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Muskel- 
dystrophie 


21 
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dystrophie 
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Myasthenie 


17 
Diabetes 


18 
Diabetes 


19 
Diabetes 
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Z a, | & . 2 
Dauer £0 8 “ ‘a Ss 

=| mM ° S ner 

der z a = & Sas 

er1iodae wh am va i ~. 
exci I oe ee ee ee 
Vor 38] 24,67 | 20,78 2,02 1,52 
Haupt 7 73,89 59,87 5,75 5,49 
Nach 4 39,97 35,60 2,98 2.54 
Zunahme: 9,25 | 3,45 | 0,75 | 1,43 
Vor 5 6,13 1,20 
Haupt 5 5,82 2,51 
Nach 5] | 5,75 2,07 
Zunahme: | | — 0,12 | 0,88 
Vor 5 6,18 2,11 
Haupt 5 6,25 2,25 
Nach 5 | 5 31 1,64 
Zunahme: | 0,50 0,38 
Vor 2 1,93 0,36 
Haupt 2 2,13 0,78 
Nach 3 | 2,04 0,54 
Zunahme : | | 0,145 | 0,33 
Vor 3 4,71 
Haupt 3 4,53 0 
Nach 3 1 ts 4,59 
Zunahme: | | — 0,12 | 
Vor 38 4,17 
Haupt 3 4,53 0 
Nach 3] | 3,99 
Zunahme: | | 0,45 | 
Vor 41] 34,80 28,00 3,91 0,57 
Haupt 4 38,54 29,18 3,89 0,96 
Nach 4] 31,44 25,16 3,53 0,51 
Zunahme: 5,42 | 2,60 | 0,17 | 0,42 
Vor 3]| 33,46 29,34 3,17 0,830 
Haupt 3 | 39,98 33,61 3,69 0,390 
Nach 3 | 40,14 36,08 3,56 0,380 
Zunahme: 3,18 0,90 0,42 | — 0,21 
Vor 4 23,22 18,39 3,81 0,425 
Haupt 4 | 33,69 28,58 5,48 0,346 
Nach 4] 33,90 | 29,22 5,48 0,363. 
Zunahme: 5,13 | 4,77 | 0,83 | — 0,048 


*) Glykokoll. 


**) Glykokoll-N. 
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9) g Argininsiure und dann in einem anschlieBenden Versuch die aqui- 
valente Menge (8 g) Glykokoll. Beide Stoffe haben ungefihr denselben 
KinfluB auf die Kreatinausscheidung. In einem dritten Versuch wurden 
3) ¢ Argininsiure und 13 g Glykokoll zusammen verabreicht. Es trat keine 
entsprechende Erhéhung der Kreatinausscheidung ein gegeniiber den Ver- 
suchen mit den einzelnen Substanzen. — Versuch 22: Bei diesem Patienten 
war eine Myasthenia gravis diagnostiziert, und der Harn durch 2'/, Monate 
auf Kreatin untersucht worden. Er schied aber nur Kreatinin aus. Zuerst 
erhielt er auf 3 Tage verteilt 25 g Glykokoll und in einem anschlieBenden 
Versuch ebenfalls auf 3 Tage verteilt 20 g Argininsiiure. Es trat keine 
Kreatinurie auf und das Kreatinin finderte sich praktisch auch nicht. — 
Versuch 17: Dieser Diabetiker schied im Durchschnitt 1 g Zucker pro Tag 
aus. Sein Harn war frei von Aceton und Acetessigsiiure. Vom 5. bis zum 
8, Tag nahm er je 10g Argininsiiure auf. In der Vorperiode betrug die 
Zuckerausscheidung 4,84, in der Hauptperiode 8,2 und in der Nachperiode 
11,6 g. Die Argininsiiure bewirkte also eine deutliche Vermehrung der 
Zuckerausscheidung, die auch in der Nachperiode noch nicht ganz beendet 
war. Die Zunahme an Kreatin ist unwesentlich, dagegen stieg das Kreatinin 
etwas an. — Versuch 18: Der zweite Diabetiker, dessen Harn ebenfalls 
frei von Acetonkérpern war, erhielt wihrend 3 Tagen je 8 g Argininsiure. 
Auch hier keine Anderung in der Kreatinausscheidung und nur eine 
geringe Zunahme des Kreatinins. Wahrend der Vorperiode wurden 5,9, 
wihrend der Hauptperiode 6,7 und wiihrend der Nachperiode 27,6 g Zucker 
ausgeschieden. — Versuch 19: Bei diesem dritten Diabetiker war der Harn 
frei von Zucker infolge der Behandlung mit Insulin. Er erhielt iiber 4 Tage 
40 g Natriumphosphat und keine Argininsiiure. Die diuretische Wirkung 
desselben fiuBert sich vor allem in der Zunahme des Harnstoffes. Zucker 
trat nicht auf. 


Zusammenfassung. 


Argininsaure wurde an Kaninchen, Hunde, ferner an Patienten 
mit pseudohypertrophischer Muskeldystrophie, Myasthenie und 
Diabetes verabreicht. In den ‘Tierversuchen und bei den 
Muskeldystrophikern erzeugt sie eine Vermehrung des Harn- 
kreatins, die teilweise auf einer Neubildung beruht. Die Kreatinin- 
ausscheidung bei der Myasthenie wurde von ihr nicht beeinfluBt. 
Im diabetischen Organismus geht sie gréftenteils in Harnstoff 
und Zucker iiber. 
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Uber die Carotinoide des Serums 
und der Leber beim Menschen. I. 


Von 


H. Willstaedt und T. Lindqvist. 


(Aus dem Mediz.-chem. Institut und der Mediz. Klinik der Universitat Uppsala.) 


Lod 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7, Marz 1936.) 


Untersuchungen iiber Vorkommen und Verbreitung von Caro. 
tinoiden in tierischen, insbesondere menschlichen Organen und 
Fliissigkeiten, sind bereits zeitig ausgefiihrt worden. Betreffs der 
Literatur bis 1922 sei auf die inhaltsreiche Monographie yon 
Palmer’) verwiesen. Kin lebhaftes Interesse wurde auf jeden 
Fall derartigen Bestimmungen vor 1928 kaum entgegengebracht. 
Die Erkenntnis der chemischen und biochemischen Zusammen- 
hiinge zwischen Carotin, insbesondere f-Carotin und Vitamin A, 
die wir vor allem den Untersuchungen von v. Euler und Karrer 
verdanken”), haben das Interesse fiir die Carotinoide naturgemiib 
stark erhéht. Seit 1929 sind auch eine Reihe von Verfahren 
zur quantitativen Bestimmung der Serumcarotinoide angegeben 
und benutzt worden, bei denen allerdings fast durchweg an- 
genommen wird, daB die Gesamtmenge der aus dem Unter- 
suchungsmaterial extrahierten neutralen gelben lipoidléslichen 
Farbstoffe ,,Carotin“ darstelle*). Manche Autoren ziehen auch 
auf Grund der Ergebnisse von Hymans van den Bergh, 
Muller und Brockmeyer’‘) '/,—1/, der Farbenintensitit als vou 
»santhophyll* herriihrend ab 5). Experimentelle Untersuchungen 
iiber die qualitative Natur der Serumcarotinoide lagen bei Be- 
ginn unserer Arbeiten nicht vor. Unter Beriicksichtigung der 'Tat- 
sache, daB die tierischen Carotinoide alimentaren Ursprungs sind, 
und der groBen Mannigfaltigkeit der in Pflanzen vorkommenden 
Carotinoide erschien es von vornherein nicht sehr wahrscheinlich, 
da8 nur #-Carotin und Xanthophyll im Serum vorkommen sollten, 
zumal da Zechmeister und Tuzson®) in Fett und Leber des 
Menschen auch andere Carotinoide gefunden hatten. Gillam 
und el Ridi’) fanden bei der chromatographischen Untersuchung 
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{ber die Carotinoide des Serums und der Leber beim Menschen. I. 1] 


groBer Mengen von Kuhserum neben Carotin und Xanthophyll 
auch Kryptoxanthin. 

Wahrend der Niederschrift der vorliegenden Arbeit erschienen 
gwei Untersuchungen zu dieser Frage. Siillmann, Szécsényi- 
Nagy und Verzar®) fanden bei der Chromatographie ,nur Caro- 
tin und Xanthophylle* im Serum. Die von den Autoren an- 
gewandten Serummengen (10 ccm) sind aber nach unseren Er- 
fahrungen zu gering, um eine noch weitergehende Differenzierung 
der Farbstoffe zu gestatten. Kine andere Arbeit erschien soeben 
yon vy. Daniel und Béres®). Die chromatographische Aufteilung 
der Carotinoide aus 3 Liter Serum ergab hier Xanthophyll, 
Lycopin samt @- und f-Carotin. Daneben wurden zwei unbekannte 
Carotinoide beobachtet. 

Wir wollten in unseren Untersuchungen iiber Veranderlich- 
keit der Zusammensetzung der Serumcarotinoide des Menschen 
etwas néheren AufschluB erhalten, und wir haben deshalb 12 Sera 
untersucht. Die Serummengen wechselten zwischen 140 und 
250 ccm. Diese Mengen erwiesen sich als zur Durchfiihrung der 
chromatographischen Analyse geniigend. Das Blut wurde in der 
Mehrzahl der Fille von Patienten der medizinischen Klinik ge- 
wonnen. In 4 Fallen, wo schwerkranke Patienten kurze Zeit 
nach dem AderlaB starben, wurden auch die Lebern untersucht. 


Methodik. 


Die Aufarbeitung des Serums erfolgte gewéhnlich nach dem von 
van Kekelen und Emmerie™) angegebenen Verfahren. Zur Kontrolle 
haben wir uns jedoch bei einigen Sera der Alkoholfallungsmethode bedient, 
bei der Erhitzen vermieden wird (Fall 11 und 12). Die erhaltenen Ather- 
extrakte wurden im N,-Strom eingedampft. Der (stets reichlich mit Sterinen 
durchsetazte) Riickstand wurde in Petrolither aufgenommen. Nun folgte 
eine Verteilung zwischen Petrolither und 90°/,igem Methanol. Der in 
Methanol iibergegangene Anteil wurde durch Wasserzusatz in Benzin-Benzol 
iibergetrieben. Danach wurde chromatographiert. (In einigen Fallen haben 
wir von der Verteilung zwischen Petrolither und Methanol abgesehen und 
direkt chromatographiert. Wir méchten aber das andere Verfahren eher 
empfehlen.) 

Die untersuchten Lebern wurden nach den Angaben von Brockmann 
und Tecklenburg"') behandelt. Die erhaltenen Benzinextrakte wurden 
nach der Verseifung eingeengt und wie die Serumextrakte weiterverarbeitet. 

Zur Chromatographie selbst haben wir meist Aluminiumoxyd als 
Adsorptionsmittel verwandt (auBer dem nach Brockmann standardisierten 
Priiparat erwies sich auch das normale Aluminium oxydatum purissimum 
von Merck als recht brauchbar). Wir verkennen durchaus nicht die Vor- 
teile des Calciumhydroxyds, wenn es sich darum handelt, die einzelnen 
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Schichten des Chromatogramms weit auseinanderzuziehen. Im vorliegende, 
Falle aber, wo es sich um die Erfassung recht kleiner Carotinoidmenge, 
handelt, kam es uns stark auf die scharfe Abzeichnung der Zonen auf dey, 
Chromatogramm an, und in diesem Punkt ist Aluminiumoxyd nach unsere, 
Erfahrungen dem Calciumhydroxyd stark iiberlegen. Gelegentlich habe, 
wir aber auch Calciumhydroxyd [Calcium hydricum pulvis alcoholisatus 
Gebr. Siegfried, Zofingen (Schweiz)] benutzt. Die Elution erfolgte yi 
iiblich. Zur Spektroskopie stand uns ein Gitter-MeBspektroskop von Zeiss 
zur Verfiigung*). Die quantitativen Carotinoidbestimmungen erfolgten jy 
der Mehrzahl der Falle durch Colorimetrie im Hellige-Colorimeter gegey 
Azobenzol entsprechend den Angaben von Kuhn und Brockmann", 
In den ersten 2 Fallen colorimetrierten wir nicht gegen Azobenzol, sondem 
bestimmten die relativen Farbstiirken der Carotinoidlésungen untereinande: 
und zwar im Stufenphotometer unter Verwendung des Filters 430. 


Ergebnisse. 


f-Carotin wurde mit groBer RegelmiBigkeit im Serum ge. 
funden. Wir haben es nur in einem Fall véllig vermiBbt (Fall 5) 
Dagegen schwankte die Menge des Carotins relativ zu der Ge. 
samtmenge an Carotinoiden in weiten Grenzen (Extreme 0°) 
und 55°/,, meistens 20—40°/)). | 

Lycopin fanden wir im Serum mit Sicherheit nur in einem 
Fall, und zwar merkwiirdigerweise gerade in dem gleichen Serun, 
in dem Carotin fehlte (Fall 5). Méglicherweise kam es auch in 
Serum des 12. Falles vor. Unsere Untersuchungen wurden aber 
zu einer Zeit vorgenommen, in der Tomaten in Schweden ver- 
hiltnismaBig wenig gegessen werden. Im Falle des im Serum 
gefundenen Lycopins hatte Patient eine Woche vor der Blut- 
entnahme reichlich Tomaten verzehrt. In einem anderen Fall, 
wo die Kinnahme der Tomaten nur etwa 7 Stunden vor der Blut- 
entnahme lag, fanden wir kein Lycopin im Serum (Fall 6). 

Neben diesen auch von anderen Autoren gefundenen Pig- 
menten fanden wir fast regelmibig in der epiphasischen Schicht 
noch 2 Farbstoffe, die wir im folgenden mit I und II bezeichnen. 
Sie sind gekennzeichnet dadurch, daB sie im Aluminiumoxyd- 
chromatogramm zwischen Lycopin und f#-Carotin liegen und zwat 
bildet das eine einen rosa Ring unterhalb des Lycopins (doch 
deutlich davon durch eine farblose Zone getrennt), das andere 
bildet unterhalb des ersteren einen scharfen braungelben Ring. 
Nach der Lage im Chromatogramm und der Verschiedenheit der 


*) Herrn Dr. Jan Waldenstrém sind wir fiir das freundliche Ent- 
gegenkommen, mit dem er uns die Benutzung dieses Instrumentes gestattete, 
zu ganz besonderem Danke verpflichtet. 











liegendey 
idmenge, 
a auf dey 
1 unserer 
ch haber 
holisatus 
ete wie 
VON Zeiss 
olgten iy 
er gegen 
mann"), 

sondern 
‘einander 


Un ge. 
‘Fall 5) 
ler Ge. 
ne O° 


einen) 
Serum, 
ach im 
n aber 
n yer: 
Serum 
Blut- 
1 Fall, 
* Blut- 
i 
1 Pig- 
chicht 
chnen. 
loxyd- 
| zwar 
(doch 
ndere 
Ring. 
it. der 


o Ent- 
attete, 





' (‘ber die Carotinoide des Serums und der Leber beim Menschen. I. 18 


_ Absorptionsspektren sind unsere Farbstoffe I und II nicht iden- 
'tisch mit den beiden unbekannten Carotinoiden, die v. Daniel 
' und Béres (a. a. O.) im Serum fanden. 
liegen die Absorptionsmaxima: 


Fir das erste Pigment 


in Petrolither . . . 498 468 442 
a ee 5122? 498 470 


Das Aussehen des Spektrums ist von dem des Lycopins 


' auch dadurch verschieden, daB die erste Absorptionsbande im 
' Verhiltnis zur zweiten weniger ausgeprigt ist. 
- Bande ist verhiltnismiBig schwach. 


Auch die dritte 


Fir das zweite Pigment liegen die Absorptionsmaxima: 


in Petrolither ... 478 559 
ee a ee 493 472 (zweite Bande recht verschwommen) 
in Benzol...... 487 zweite Bande zur Ablesung zu undeutlich 


Die vollstiindige ‘'rennung dieser beiden Farbstofte gelingt 


_ oft erst bei wiederholter Chromatographie und energischer Ent- 
- wicklung (Benzol: Benzin 4: 1). 
' mitunter tiberhaupt nicht befriedigend trennen, und wir haben 
'darum in unseren Versuchen oft auf die Reindarstellung ver- 
- aichten miissen. 


Sehr kleine Mengen lassen sich 


Kine priparative Isolierung lieB sich aus Materialgriinden 
leider nicht durchfiithren. Das hiiufige Vorkommen dieser Pig- 


' mente und ihre ziemlich hohe relative Farbenintensitiit machen 


es unwahrscheinlich, daB sie bloBe Zufallsprodukte darstellen. 


' Die gefundenen Absorptionsmaxima, ebenso wie die Lage und die 
' Nuance der beiden Farbstoffe im Aluminiumoxydchromatogramm 
'stimmen nahe mit Angaben iiberein, die Kuhn und Brock- 


mann?!’) fiir zwei Produkte machen, die sie durch Oxydation 
von Carotin unter milden Bedingungen erhielten, namlich fiir 
3-Oxy-semi-carotinon und f#-Oxycarotin. Wir wollen natiirlich 
auf Grund dieser Ahnlichkeiten noch keine Identititsbehauptung 
wufstellen, zamal Kuhn und Brockmann ihre Produkte als hypo- 
phasisch beschreiben, sondern behalten uns fiir weitere Unter- 
suchungen vor, durch Herstellung in etwas gréBerem Mafstabe 
und durch das Mischchromatogramm eine sichere Entscheidung 
zu treffen. Als sicher l4Bt sich aber bereits jetzt wohl betrachten, 
dab hier keine ,,genuinen“ Carotinoide vorliegen, sondern Umwand- 
lungsprodukte, die weitgehende Ubereinstimmungen mit auf rein 
chemischem Wege dargestellten Oxydationsprodukten des Carotins 
zeigen, vor allem im chromatographischen Verhalten und im 
Absorptionsspektrum. 
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Wir glauben dem Vorkommen solcher Oxydationsproduky & 
eine biochemische Bedeutung zusprechen zu diirfen. Ein [oj 
des Carotins (III) erleidet nimlich wahrscheinlich im Organismy 
einen anderen Abbau als die Aufspaltung zu Vitamin A. Dj 


Annahme, da8 dabei ein Angriff an den Stellen des Molekij| 
erfolgt, die auch bei der rein chemischen Oxydation bevorzug 
werden, dringt sich auf. Diese Stellen sind die Doppelbindunge 
in den Ringen: 


CH, CH, 
¥ 4 CH, CH, 
| 
H.C "ea CH=CH—C=CH—CH=CH—C=CH—CH 
| 
HC b_ CH, =o 
. 4 CH, CH, (i 
Cf, | | 
=CH—CH=C—CH=—CH—CH= C—CH=CH-6 CH, 
ae 
: CH,— CH, 
8-Carotin IIT . 
CH, 


Durch Angriff auf den einen Ring entsteht -Oxycarotin IV: 


| CH, CH, , CH, Cl, 
er H \ 
C | ' we 
i =, i 
HC Oc GH—CH—Cm usw. usw. acai ‘Ur, 
| OH IV | 
Ht ¢ | 
— i 
i 
Off, 


Beim weiteren Angriff wird der zweite Ring des (-Oxy- 
carotins aufgespalten und man erhilt B-Oxy-semicarotinon (V) 


Ks wiirde dadurch erklirt, daB die Umwandlung der Carotine 
in Vitamin A in der Leber, wie schon lange bekannt ist‘), nicht 
quantitativ verlauft. [Man vgl. hierzu die Zahlenangaben betretis 

der wirksamen Grenzdosen yon Carotin und Vitamin A bei Kubz, 
Brockmann, Scheunert und Schieblich") und bei Karrer 
und Morf"*)}, Weiterhin wiirde auch erklirlich, warum #-Carotit 
sich nicht stets im Wachstumsversuch als doppelt so aktiv et 
weist als «- und y-Carotin}"), da ja wechselnde Mengen der Carv- 
tine auf dem oben aufgezeigten Wege abgebaut werden kénneb. 
(Allerdings kénnen zur Erklirung der Differenzen der Aktivitiiten 


one —_— zs aad 
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4 yon $-Carotin und Vitamin A auch Unterschiede in der Resorp- 
' tion dieser Verbindungen herangezogen werden.) 


Wir fanden auBerdem in 2 Fallen (2 und 8) auch ein Caro- 


tinoid, das bei der Entwicklung mit Benzol—Benzin als gelbe 
' Zone schnell durch die Siule wandert. In einem Fall gelang es 
' uns, die Absorptionsmaxima abzulesen (473 und 445 in Petrol- 
' jther). Vielleicht liegt «-Carotin vor. Wir beobachteten nimlich, 
dab wir bei der Untersuchung sehr verdiinnter Lisungen leicht 
die Absorptionsmaxima etwas zu kurzwellig fanden. 


In dem hypophasischen Anteil fanden wir meistens Xantho- 


| phyll, einigemal Zeaxanthin, auch beide gemischt. 


Als arithmetischen Mittelwert aller Fille, in denen wir quan- 


' titative Bestimmungen ausfihrten, erhielten wir 0,06 mg B-Carotin 


in 1 Liter Serum. v. Daniel und Béres fanden in 3 Liter 0,28 mg, 


' also in 1 Liter 0,09 mg, was in Anbetracht der verschiedenen 


Ernihrungslage eine iiberraschend gute Ubereinstimmung bedeutet. 


An hypophasischen Pigmenten finden die genannten Autoren 
| 0,08 mg pro Liter, wir 0,04 mg. 


Bei der Untersuchung von einigen Lebern (Fall 8, 5, 10 


' und 11) konnten wir den von Zechmeister und Tuzson er- 
' hobenen Befund des Vorkommens yon Lycopin neben Carotin 
 bestiitigen. 
' ordnung denen von Zechmeister, liegen aber etwas tiefer. 
| [Dietel}8) konnte aus menschlicher Leber keine Carotinoide 
' extrahieren. 


Unsere Carotinwerte entsprechen in der GréBen- 


Dieser Befund ist ziemlich unerkliarlich.}| Die 
Lycopinmengen sind aber bei uns betrichtlich geringer, was in 
Anbetracht der lycopinarmen Nahrung verstindlich erscheint. 
Neben Lycopin und Carotin beobachteten wir im epiphasischen 
Anteil die bei der Besprechung der Ergebnisse an Serum bereits 
erwihnten Carotinoide I und II, die im Chromatogramm zwischen 
Lycopin und Carotin liegen. Bei der Aufarbeitung einer Leber 


| (Fall 5) bildete sich im Chromatogramm oberhalb des eigentlichen 


§-Carotins eine Zone gleicher Farbe aus, die nach der Elution 
ebenfalls die Absorptionsbanden des #-Carotins zeigte. In den 
anderen Fallen sind wir diesem Farbstoff nicht begegnet. Ob 
hier _Kryptoxanthin vorgelegen hat, kénnen wir nicht entscheiden. 

Im hypophasischen Anteil der Leberextrakte fanden wir 
meist Zeaxanthin und Xanthophyll, in einem Fall (3) oberhalb 
des Xanthophylls einen Farbstoff mit den Banden 474 und 446 
in Petrolather. Die Absorptionsbanden sind etwas zu langwellig 
fiir Viola~ oder Taraxanthin, vielleicht war aber der Farbstoff 
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noch nicht ganz frei von Xanthophyll. [Taraxanthin kommt in 
der schwedischen Nahrung normalerweise nicht vor, dagegen findet 
sich Violaxanthin recht reichlich in den in Schweden viel ge- 
yossenen Torfbeeren (hjortron, Rubus chamaemorus)!*)}, Méglich 
ist aber auch, daB ein im Organismus gebildetes Umwandlungs- 
produkt des Xanthophylls vorliegt. Ks sei z. B. daran erinnert, 
daS Brockmann und Vélker”) gezeigt haben, daB im Orga- 
nismus des Kanarienyogels aus Xanthophyll ein Farbstoff gebildet 
wird, dessen Absorptionsbanden mit denen des ‘T'araxanthins 
bzw. Violaxanthins iibereinstimmen. 


Tabelle II. 
Ergebnisse an Leber. 
y umgerechnet auf 1000 g frische Leber. 
Die Bezeichnungen der Fiille entsprechen denen der Tab. I. 
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Leider besitzen wir nur in einem Falle colorimetrische Be- 
stimmungen der Carotinoide sowohl in Serum als auch in Leber, 
nimlich in Fall 11. Nimmt man an, daf die Serummenge bei 
elnem erwachsenen Menschen 3 Liter und das Gewicht der Leber 
\'/, kg betrigt, so kommt man zu Mengen von 0,03 mg #-Carotin 
im gesamten Serum und 0,45 mg #-Carotin in der ganzen Leber 
dieser Patientin. Der Carotinvorrat der Leber war also hier 
etwa 15 mal so groB als die im Blut zirkulierende Carotinmenge. 
Inwieweit dieses Verhiltnis charakteristisch ist, miissen weitere 
Untersuchungen klaren. Beziiglich der absoluten Werte méchten 
wir noch bemerken, daB sie im vorliegenden Fall ungewohnlich 
niedrig waren. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXL. 2 
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Zusammenfassung. 


Es wurden die Carotinoide aus gréBeren Serummengen (14( 
bis 250 ccm) in 12 Fallen, auSerdem die Carotinoide der Leber 
in vier von diesen Fiillen chromatographisch aufgeteilt. Quan- 
titative colorimetrische Bestimmungen werden mitgeteilt. Neben 
Lycopin und Carotin wurden im epiphasischen Anteil zwei noch 
nicht beschriebene Pigmente gefunden. Thre Natur wird dis. 
kutiert. Im hypophasischen Anteil wurden in der Regel Zeaxan- 
thin oder Xanthophyll gefunden, in Leber auBerdem in einen 
Fall méglicherweise Violaxanthin. 

Bestimmungen des Gehaltes an gelben Farbstoffen im Serum 
ohne Anwendung der Chromatographie geben keinen sicheren 
Anhaltspunkt fiir die wirkliche Menge an #-Carotin. 
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Uber den biologischen Abbau von Halbestern”). I. 


Stoffwechselversuch am Hund mit Sebacinséiure-monoiathylester. 


Von 
B. Flaschentriiger und K. Bernhard. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Ziirich.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Februar 1936.) 


Trotz der theoretischen Méglichkeit zur zweiseitigen #- 
Oxydation nach Verkade und van der Lee’) sind Dicarbon- 
siuren ,schwer verbrennlich“, Sie erscheinen in Stoffwechsel- 
versuchen® %) an Menschen und Hunden bis zu 60°/, unveriindert 
im Harn. Warum verbrennen Monocarbonsiuren im Vergleich 
zu Dicarbonsiuren bei gleicher C-Zahl wesentlich besser? Wir 
nehmen an, daB die Oxydation der Kette durch die primire 
Bildung einer Enzymsubstratverbindung, an deren Zustandekommen 
die freie Carboxylgruppe beteiligt ist, eingeleitet wird. Sobald 
an eine Dicarbonséure, z. B. Sebacinsiiure, 2 Enzymmolekiile 
herantreten kénnen, stéren sie sich gegenseitig, vielleicht weil die 
Kette zu kurz ist. Der Verschlu8 einer Carboxylgruppe in Di- 
carbonsiuren erhéht die Abbaugeschwindigkeit. In der Tat 
findet man im Stoffwechselversuch Sebamidsiure *) (H,N-CO- 
(CH,),-COOH) nur etwa 10°/, unveraindert wieder. Die einseitige 
b-Oxydation wird hier erzwungen und liuft die Kette rascher 
entlang als die zweiseitige. Je nach der AufschlieBbarkeit einer 
,gesperrten* Carboxylgruppe von seiten der zellvertrauten Enzyme 
wird der Abbau einer Kette verschieden verlaufen. Im Sonderfall 
brennt die Kette am anderen Ende an (w-Oxydation). Das konnte 
am Verhalten der e-Benzolsulfo-methylaminolaurinsiure‘) gezeigt 
werden, Nach Verkade werden Fettsiuren und Fette auch 





*) 17. Mitt. Beitrag zur Kenntnis des Fettstoffwechsels. 

') Diese Z. 227, 213 (1934); Rec. Tray. chim. Pays-Bas 54, 893 (1935). 

*) Diese Z. 159, 297 (1927). 

‘) B. Flaschentriger und K. Bernhard, Ebenda 288, 221 (1936). 

‘) B. Flaschentriger, K. Bernhard, C. Liwenberg u. M. 
Schlipfer, Ebenda 225, 157 (1934). 
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normalerweise tiber w-Oxydation verbrannt. Uber den Umfang 
von f#- und w-Oxydation gehen unsere Meinungen auseinander, 
Wir sind trotz eigener Beobachtungen?) noch nicht véllig iiber. 
zeugt, daB auch freie Fettsiuren w-oxydiert werden, da diese, 
per os gegeben, als Ester zur Resorption gelangen diirften. Nu 
wenn die Esterbindung standhilt, wird es intermediir zur w-Oxy. 
dation kommen. Beim Fettabbau laufen vielleicht 2 Gruppen 
von Umsetzungen mit verschiedener Geschwindigkeit ab: 1. Gly. 
ceridspaltung und anschlieBende #-Oxydation der Fettsiuren, 
2. w-QOxydation des ungespaltenen Glycerids und anschlieBende 
6-Oxydation von der neuen Carboxylgruppe aus und erst spiiter 
Ksterspaltung. 

Um zu priifen, ob die Esterbindung im intermediiren Stoff- 
wechsel wenigstens einige Zeit standhilt, spritzten wir einem 
Hund 30g Sebacinsaéure-monoiithylester C,H,O-CO-.(CH,), -COOH 
als Natriumsalz unter die Haut und suchten nach unveriinderter 
Kstersiure und Abbauprodukten im Harn. LEinzelheiten ergeben 
sich aus dem Versuchsteil. Wie wir vermuteten, fanden wir den 
groBten Teil der Estersiiure nicht mehr. 91,8°/, der Hstersiiure 
blieben verschwunden, d. h. verbrannten sehr wahrscheinlich. Von 
den 8,2°/, des Halbesters lagen im Harn vor: 5,2°/, als unver- 
iinderte Estersiiure, 2,1°/, als Sebacinsiure (0,55 g) und 0,63°), 
als Korksiurehalbester (0,166g). Dieses Ergebnis stimmt mit dem 
an der Sebamidsiiure gewonnenen recht gut iiberein. Dort fanden 
wir 10°/, unverinderte Siure. Der Rest muB beidemal einseitig 
6-oxydiert worden sein, wenn man keine Deponierung annimut. 
Dagegen spricht auch die Tatsache, daB keine Necrosen oder Ver- 
klebungen an den Injektionsstellen bemerkbar waren. Das Kr- 
gebnis ist: Halbester verbrennen ,,besser“ als Dicarbonsiiuren. 
Die Bestiindigkeit der Halbesterbindung im Tierkérper wird hier 
durch die Abtrennung verseifbarer und _petroliatherldslicher 
Kstersiiuren gezeigt. Die Isolierung der Korksdure aus dem 
Halbestergemisch beweist die einseitige #-Oxydation, das Aut- 
finden von Disiurenjdie Spaltungsméglichkeit der Esterbindung. 
Unsere Vermutung, daB auch KEsterbindungen bis zu einem 
gewissen Grad den Abbau von der Carboxylgruppe aus sperrel 
und anders lenken kénnen, wird durch diese Befunde gut gestiitzt. 
Wenn bei Fettsiiureestern die Verseifung langsamer abliiuft, als 
die Oxydation an der endstiindigen CH,-Gruppe, dann wird 


') B. Flaschentriger und K. Bernhard, Diese Z, 238, 221 (1936). 
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diese zur bevorzugten Umsetzung und die Kette verbrennt von der 
anderen Seite aus (w-Oxydation). Wir sind im Begriffe, eine 
Reihe von Halbestern der Dicarbonsiiuren mit ein- oder mehr- 
wertigen Alkoholen im Stoffwechselversuch zu priifen, um die 
allgemeine Bedeutung der Esterbindung noch weiter zu beweisen. 


Versuchsteil, 


Sebacinsauremonoathylester C,,H,,O,. Nach E. Fourneau und 
S.Sabetay’) werden z. B. 78g Diester mit 63g Sebacinsiure etwa 
8 Stunden auf 280—300° erhitzt. Die anschlieBende fraktionierte Vakuum- 
destillation wird beim Ubergang von Sebacinsiiure abgebrochen. Die 
mittlere Fraktion wird 2—3 mal fraktioniert. Aus 178 g Diester erhielten 
wir 86 g analysenreinen Monoester (54°/, d. Th.; Fourneau und Sabetay 
a Ping Siedep. omm 197—201°, Schmelzp. 35°. Gef. 62,26°/, C und 
9,58°/, H (Ber. 62,56°/, C, 9,63°/, H). Aquiv.-Gew. Gef. 230,7, Ber. 230,17. 

Stoffwechselversuch. Hand ,Barli*, $ 18,3 kg, bekam in 6 Tagen 
30g, d. h. pro Kilogramm Ko6rpergewicht und Tag 0,38 g Sebacinsiure- 
monoithylester als Natriumsalz unter die Haut gespritzt. Tagesdosis zwei- 
mal 20 cem = zweimal 2,5 g morgens und abends, wird gut vertragen. 
Nachperiode 10 Tage. 

Aufarbeitung des Harnes der Hauptperiode. 2200 ccm Harn 
von 6 Tagen wurden auf 300 ccm eingeengt. Daraus extrahierten wir 
erschépfend mit Ather bei lackmusneutraler Reaktion 255 mg rohe Sebacin- 
siure und bei saurer Reaktion 4,2 g eines dunklen Oles. Davon ging in 
Petrolither als Estersiurefraktion (a) 2,92 g, wihrend 1,12 g als unldsliche 
Disiiurefraktion (b) zuriickblieben. is Kiihlschrank erstarrte das mit 
Petrolither gewonnene Ol (a) zu einer krystallinen Masse, die bei Zimmer- 
temperatur wieder schmolz, was ebenfalls auf Halbester hinweist. Die 
Verseifung einer neutralisierten Probe des Oles (a) ergab einen deutlichen 
Laugenverbrauch. Nach volliger Verseifung mit alkoholischer Kalilauge 
erhielten wir 2,05 g rohe Disiiuren, Schmelzp. 118—121°, die durch wieder- 
holtes Umkrystallisieren aus Wasser etwa 1:100 in 2 Fraktionen 1 und 2 
getrennt wurden: 


1. 1,837 g analysenreine Sebacinsiure (1), Schmelzp. 129—130°. 
4,329 mg Subst. (1): 9,390 mg CO,, 3,52 mg H,O; 125,5 mg _ ver- 
brauchten 12,46 cem 0,1 n-NaOH. 


CoH, ,0, (202,14) Ber. C 59,37 H 8,97 : 
Gef. ,, 59,16 »» 9,10 Aquiv.-Gew. 100,7. 


2. 0,148 g Korksiure (2), Schmelzp. 182—135°, Mischschmelzpunkt mit 
Korksiiure 184—138°. 


4,055 mg Subst. (2): 8,230 mg CO,, 2,900 mg H,O. — 3,858 mg Subst. 


verbrauchten 4,386 com 0,01n NaOH. — Aquiv.- Gew. Ber. 87,1 (Mol.- 
Gew. 174,11), Gef. 87,95. 


C.H,,O, Ber. C 55,14 H 8,10 Gef. C 55,85 H 8,00. 


*) Bull. Soc. chim. (4) 48, 859 (1928). 
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Fiir den petrolitherléslichen Anteil (2,92 g) ergibt sich durch Un. 
rechnung auf die Halbester: a) 1,56 g = 54°/, Sebacinsdure- und b) 0,166 ¢ = 
5,68°/, Korksiure-dthylhalbester. 40°/, bleiben Gemisch und Verluste. 

Das rohe Gemisch der in Petrolither unléslichen Dicarbonsiiuren (}) 
wurde in einer Reihe von Fraktionen wie in den bisherigen Versuchen ays 
Wasser 1:100 bis 1:190 wiederholt umkrystallisiert und die einzelnen 
Proben durch Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt mit Sebacinsiure und 
Korksiure, Titration und Analyse gepriift. Im Ganzen konnte das Gemisch 
von 974 mg aufgeteilt werden in 540 mg = 55°), reine Sebacinsiiure, 
Schmelzp. 127—132°, (Gef. C 59,46 H 8,93), Aquiv.-Gew. 100,5—104, 
15,4 mg waren wahrscheinlich Sebacinsiure (Schmelzp. 115—1238°) Misch. 
schmelzpunkt mit C,, 124—132°. 59 mg waren nach Léslichkeit, Schmelz. 
punkt 126—130°, Mischschmelzpunkt mit Korksiure 129—138° fast reine 
Korksiure. Ein Teil blieb auch hier ein schwer trennbares Gemisch von 
©,- und C,)-Disiuren. Adipinsiure wurde nicht gefunden. 

Den Harn der 10tigigen Nachperiode (5435 ccm) und das Kiifig. 
spiilwasser arbeiteten wir wie oben auf. Wir konnten hier wie friiher 
nach Wasserdampfdestillation 337 mg Benzoesiurefraktion und 664 mg 
braunes Ol erhalten. Die robe Disiurefraktion (170 mg) bestand aus einer 
braunen Krystallmasse, die ein Gemisch von viel Schmieren, Sebacin- und 
Korksiure war. GréBere Mengen unverinderter Halbester oder Dicarbon- 
siiuren sind in der Nachperiode bestimmt nicht vorhanden. 

Gesamtausbeute: Die hier angegebenen Prozentzahlen sind auf 
eingesetzten Halbester berechnet: Von 30g Halbester fanden wir im Harn: 


1. 1,57 g = 5,2 °/, unverinderter Sebacinsdiureithylester 
0,166 g = 0,63°/, Korksiureithyl-halbester 
0,555 g = 2,1 °/, Sebacinsiure 
4. 0,059 g = 0,26°/, wahrscheinlich Korksiure 
2,300g 8,19, 


 e 





Zusammenfassung. 


Die Esterbindung im Sebacinsaiure-mono-athylester hilt den 
Zellenzymen einige Zeit stand und wirkt ahnlich wie die Amido- 
bindung in der Sebamidsiure férdernd auf den _ biologischen 
Abbau der Disiurekette, wie wir sagen durch ,,Sperrung“ einer 


COOH-Gruppe. 
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Die Umwandlung der Acetessigsiure durch Methylglyoxal. 


VI. Mitteilung: Verhalten des Leber- und Muskelglykogens 
nach Verfiitterung von Ketol bei gleichzeitigen Gaben von Insulin. 


Von 


Richard Stohr. 





(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitét Innsbruck.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Marz 1936.) 


Fiitterungsversuche mit dem Henzeschen Ketol'), in dem 
wir ein Zwischenprodukt bei der Umwandlung von Fett in Kohlen- 
hydrat vermuten, ergaben seinerzeit bei hungernden Ratten eine 
deutliche Vermehrung des Leberglykogens?), dagegen keine Ver- 
‘inderung im. Glykogengehalt des Muskels*). Da Insulin im Tier- 
yversuch bei Belastung mit glykogenbildenden Substanzen (Kohlen- 
hydraten) im allgemeinen eine Verschiebung des Glykogenansatzes 
yon der Leber in die Muskulatur bewirkt*), schien es im Hinblick 
auf die enge Beziehung des Ketols zu den Kohlenhydraten von 
Interesse, Untersuchungen in dieser Richtung auch bei Ketol- 
fiitterung anzustellen. Unsere Versuche, bei denen wir hungernde 
Ratten mit 100 mg Ketol belasteten, ergaben jedoch, daf unter 
der Insulinwirkung die Glykogenbildung in der Leber aus Ketol 
vollstiindig gehemmt wird, daB aber auch keine kompensatorische 
Verschiebung des Glykogenansatzes von der Leber in den Muskel 
erfolet. Ks kommt vielmehr zu einer Senkung der Glykogen- 
reserven sowohl in der Leber als auch im Muskel, wobei die 
erstere besonders stark ausgepriigt ist. Ketol zeigt somit bei 
sleichzeitiger Insulinzufuhr ein von den Kohlenhydraten ab- 
weichendes Verhalten. 

Kin ahnlicher Befund konnte bei gleicher Versuchsanordnung 
auch nach Methylglyoxalfiitterung erhalten werden (vgl. die an- 
schlieBende Arbeit). Diese Beobachtung hat insofern Bedeutung, 
als das Ketol sich im Stoffwechsel dem Methylglyoxal sehr ahn- 
lich verhalt, Dafiir sprechen vergleichende Untersuchungen iiber 
die Verinderungen des Leber- und Muskelglykogens”**), des 
Blutzuckers und der Alkalireserve nach Ketol- und Methylglyoxal- 
belastungen ®), die dem Methylglyoxal sehr ahnlichen toxischen 
Kigenschaften des Ketols in héheren Konzentrationen?), sowie 
Atmungsversuche an tiberlebenden Organschnitten"). Wir sprachen 
daher seinerzeit die Vermutung aus, daB das Ketol im Organismus — 
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ahnlich den Versuchen in vitro!) — in 2 Dreier-Kohlenstoffkette, 
zerfallen diirfte [Bildung von Methylglyoxal bzw. von Brenztrauben. 
siure’)]. Diese Vermutung findet durch die gegenwirtigen Unter. 
suchungen eine weitere Stiitze, zu der sich noch die Tatsache 
gesellt, daB dem Ketol mit Riicksicht auf das schlechte Allgemein. 
befinden der Versuchstiere und die niedrigen Blutzuckerwerte iy, 
Zeitpunkt der Tétung kaum antihypoglykamische Wirksamkeit 
zugesprochen werden kann. Auch dem Methylglyoxal fehlt, wie 
zahlreiche Untersuchungen anderer Autoren ergeben haben, dic 
Fahigkeit insulinire Hypoglykimie zu beheben'), Vgl. Literatur 
der nachstehenden Arbeit. 


Experimenteller Teil. 


A. Versuchsanordnung und Methodik. Beziiglich der Versuchs- 
anordnung und der Arbeitsmethodik (Glykogenbestimmung, Bestimmung 
des nicht resorbierten Ketols im Magen und Darm, des Blutzuckers sowie 
des Ketols im Blut) verweisen wir auf unsere friiheren Angaben’). Keto! 
nach Henze und Miller’). Insulin Hochst ,,Bayer“, I. G. Farbenindustrie 
A. G., Leverkusen a. Rh. Tiermaterial: weife bzw. scheckige Ratten, welche 
24 Stunden gehungert haben; Resorptionsdauer: 3 Stunden. 

B. Tierversuche. Es wurden 3 Versuchsreihen aufgestellt: 1. Kon- 
trolltiere, welche 2 ccm Wasser mit der Schlundsonde erhalten hatten 
und nach 3 Stunden getétet wurden; Mittelwerte fiir Leber- und Muskel- 
glykogen: 0,171 g-°/, pro 100 g Leber und 0,143 g-°/, pro 100 g ,,Korper- 
gewicht“ (Gewicht des entbluteten Tieres nach Entfernung der Leber, des 
Magens und des Darmes). 2. Ketoltiere, welche 100 mg Ketol in 2 cem 
Wasser gelést bekamen; die Mittelwerte fiir das Leber- und Muskelglykogen 
betrugen 0,624 g-°/, und 0,139 g-°/,; aus diesen Zahlen geht die Glykogen- 
bildung aus Ketol in der Leber hervor; das Muskelglykogen blieb u.- 
verindert. 3. Ketoltiere +1 bzw. 2 Einheiten Insulin. Die ver 
fiitterte Ketolmenge war die gleiche, wie bei Gruppe 2; das Insulin wurde 
unmittelbar nach der Fiitterung subcutan injiziert. Die anfinglich verab- 
reichte Insulinmenge von 2 Einheiten muBte bei spiteren Versuchen auf 1 Lin- 
heit gesenkt werden, da die Tiere Nr. 2—4 infolge des Auftretens starker hypo- 
glykimischer Kriimpfe schon 2'/, Stunden nach der Fiitterung getitet 
werden muBten. Die Tiere Nr. 5—8 (1 Einheit Insulin) hielten die ganze 
Versuchsperiode von 3 Stunden durch. Es sei erwihnt, daB 2 Versuchs- 
tiere (in der Tabelle nicht enthalten), trotzdem sie nur 1 Einheit Insulin 
injiziert bekommen haben, vor Ablauf der Versuchszeit gestorben sind. Dic 
beiden Versuchsreihen mit 1 und 2 Einheiten Insulin weisen keine Unter: 
schiede in den Mittelwerten des Leber- und Muskelglykogens auf; Leber 
glykogen: 0,045 bzw. 0,038 g-°/, und Muskelglykogen: 0,123 und 0,124 g-"),. 
Der Blutzucker war bei den Tieren mit 2 Insulineinheiten stirker erniedrigt 
als bei denen mit 1 Einheit Insulin. Ketol war bei allen Tieren in betricht- 
lichen Mengen im Blut nachweisbar. Gesamtreduktion nach Hagedorn- 
Jensen. Insulin scheint die Resorption des Ketols aus dem Verdauungs: 
trakt zu férdern. Das Allgemeinbefinden der Tiere war sehr schlecht: 
Beziiglich der Analysenergebnisse wird auf die Tabelle verwiesen. 
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Tabelle. 
Verhalten des Leber- und Muskelglykogens bei hungernden Ratten 3 Stunden 





nach Verfiitterung von 100 mg Ketol bei gleichzeitigen Gaben von Insulin. 
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109 | 11 | O| | ] 0,171 | 0,143 | | 
2. 6 Ketoltiere (Mittelwerte). 
103 | 12 | 100) 73] O | 0624 | 0,139 | | 
3. Ketoltiere und Insulin. 
1 97 | 13 | 100 | 78 2 0,051 0,126 25 18 
2 93 | 12 | 100 | 95 2 0,056 0,106 18 
3 | 106 | 12 | 100) 95 2 0,037 0,143 27 31 | 
{ 99 14] 100 95 2 | 0,036 | 0,119 28 14 
| Mittel: 0,045 | 0,123 ; 
» | 134 | 14 | 100) 83 1 0,035 0,132 38 17 
6 | 108 | 12 | 100 | 100 1 0,034 0,129 36 22 
i | 124 15 | 100 89 1 0,025 0,120 27 11 
8 | 116 13 | 100) 89 1 | 0,040 | 0,115 28 8 
| Mittel: 0,033 | 0,124 




















Zusammenfassung. 


Insulin verhindert bei der hungernden Ratte die Bildung 
von Glykogen aus Ketol in der Leber. 

Kine kompensatorische Verschiebung des Glykogenansatzes 
von der Leber in die Muskulatur unter dem Einflu8 des Insulins, 
wie sie nach Kohlenhydratbelastung beobachtet werden kann, erfolgt 
hei Ketolfiitterung nicht. Der Glykogenspiegel ist vielmehr in 
der Leber und im Muskel erniedrigt. 

Auf das abnliche Verhalten des Methylglyoxals bei gleicher 
Versuchsbedingung wird hingewiesen; dadurch findet die Ver- 
mutung, daB das Ketol im Organismus in 2 Dreier-Kohlenstoff- 
ketten zerfallt (Methylglyoxalbildung?) eine weitere Stiitze. 

Ketol scheint nicht imstande zu sein, insulinire Hypoglykamie 
zu beheben. 


*) Gewicht des entbluteten Tieres nach Entfernung der Leber, des 
Magens und des Darmes. 
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Beitrige zur Kenntnis des physiologischen Verhaltens 
der ‘Triosen und ihnen nahestehender Verbindungen. 


VI. Mitteilung: Verhalten des Leber- und Muskelglykogens 
nach Verfiitterung von Methylglyoxal bei gleichzeitigen Gaben von Insulin, 
Von 


Richard Stéhr. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Marz 1936.) 


Insulin bewirkt im allgemeinen bei Kohlenhydratfiitterung an 
hungernden Ratten eine Verschiebung des Glykogenansatzes von 
der Leber in die Muskulatur. Wahrend nach Glucose-, Fructose. 
und Dioxyacetongaben die Glykogenzunahme in der Leber selbst 
bei gréBeren Insulindosen (5—15 Einheiten) noch immer betriicht- 
lich ist, unterbleibt nach Glycerinaldehydfiitterung auch bei Ver- 
wendung nur kleiner Insulinmengen (2 Einheiten) die Glykogen- 
bildung in der Leber vollstindig, ja es kommt sogar zu einer 
weitgehenden Glykogenmobilisierung in diesem Organ; Glykogen- 
speicherung ist nur im Muskel nachweisbar*). Dieses unterschied- 
liche Verhalten ist insofern bemerkenswert, als unter normalen 
Bedingungen (ohne Insulinzufuhr) die erstgenannten Kohlenhydrate 
den Glykogengehalt sowohl in der Leber als auch im Muskel 
vermehren 4), Glycerinaldehyd dagegen nur das Leberglykogen 
erhéht, das Muskelglykogen aber kaum beeinflubt*5). Abhnlich 
wie der Glycerinaldehyd verhilt sich bei vorsichtiger Dosierung 
unter normalen Bedingungen auch das Methylglyoxal®), welches 
in naher Beziehung zu den Triosen steht: Vermehrung des Leber- 
glykogens, nicht aber des Muskelglykogens. 

In der vorliegenden Mitteilung soll iiber das Verhalten des Leber- 
und Muskelglykogens nach Methylglyoxalzufuhr bei hungernden 
Ratten bei gleichzeitiger Verabreichung kleiner Insulinmengen be- 
richtet werden. Unsere Untersuchungen waren im Hinblick aut 
das weitgehend Ahnliche Verhalten des Methylglyoxals im Stofi- 
wechsel mit dem des Henzeschen Ketols!**) wiinschenswert und 
notwendig, da Fiitterungsversuche mit Ketol unter gleichen Versuchs- 
bedingungen zu Ergebnissen gefiihrt hatten, welche nicht 21 
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erwarten waren (vgl. die vorangehende Arbeit). Unsere Versuche 
ergaben, daB Verfiitterung von 100 mg Methylglyoxal pro 100 g 
Kérpergewicht — eine Menge, welche ohne Insulinzusatz zu einer 


: Vermehrung des Leberglykogens fiihrt — bei gleichzeitiger Ver- 


abreichung von 1 Kinheit Insulin den Glykogengehalt der Leber 
nicht vermehrt, die Glykogenreserven dieses Organs — 4Ahnlich 
wie im Glycerinaldehydversuch — vielmehr zum Verschwinden 


bringt, aber auch das Muskelglykogen zu vermindern scheint. 


Letzterer Befund stellt ein wesentliches Unterscheidungsmerkmal 
im Verhalten des Methylglyoxals und des Glycerinaldehyds im 
Organismus bei gleichzeitiger Insulinzufuhr dar. Dab Methyl- 
glyoxal und Glycerinaldehyd in gréBeren Mengen toxisch wirken 
und insulinire Hypoglykimie nicht zu beheben vermégen, ist durch 
zahlreiche Untersuchungen erwiesen°). 


Experimenteller Teil. 


A. Versuchsanordnung und Methodik. Fiir die Versuche verwen- 
deten wir weiBe, bzw. scheckige Ratten, die vor der Einstellung in die Ver- 
suche 24 Stunden: gehungert hatten. Beziiglich der Versuchsanordnung und 
der Arbeitsmethodik (Glykogenbestimmung, Bestimmung des nichtresorbierten 
Methylglyoxals im Magen und Darm sowie des Methylglyoxals im Blut) 
verweisen wir auf unsere friiheren Angaben'). Methylglyoxal nach Henze 


Tabelle. 


Leber- und Muskelglykogen bei hungernden Ratten 3 Stunden nach Ver- 
fiitterung von Methylglyoxal bei gleichzeitigen Gaben von Insulin. 
(6 Kontrollen: Leberglykogen 0,171 g-°/,, Muskelglykogen 0,143 g-°/,.) 
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1 136 17 140 110 1 0,008 0,105 37 0 
2 139 14 140 125 1 0,008 0,132 37 0 
3 | 132 | 16 | 130 | 110 1 | 0,023] 0,139 41 0 
1 | 85 9 85 85 | *'/, | 0,012 | 0,119 34 0 
Mittel: 0,013 | 0,124 























*) Gewicht des entbluteten Tieres nach Entfernung der Leber, des 
Magens und des Darmes. 
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und Miiller’). Insulin Héchst ,,Bayer“, I. G. Farbenindustrie A.-G. Levey. 
kusen, a. Rh. Resorptionsdauer: 3 Stunden. 

B. Tierversuche. Die Bestimmung des Leber- und Muskelglykogen; 
von 6 Kontrolltieren, welche 24 Stunden gehungert, 2 ccm Wasser mit de; 
Schlundsonde erhalten hatten und nach 8 Stunden getétet worden warey, 
ergaben im Mittel: 0,171 g-°/) pro 100 g Leber und 0,143 g-°/, pro 100¢ 
,K6rpergewicht“ (vgl. die Anmerkung der Tabelle). Die Versuchstier, 
erhielten unmittelbar nach der Fiitterung mit 100 mg Methylglyoxal pro 
100 g Lebendgewicht 1 Einheit Insulin subcutan injiziert (Ausnahme bei dey 
4. Versuchstier, welches mit Riicksicht auf sein geringes Gewicht nur ein: 
halbe Einheit injiziert bekam). Die Mittelwerte fiir das Leber- und Muskel. 
glykogen betrugen 0,013 bzw. 0,124 g-°/,. Beide Werte sind im Vergleich 1 
denen der Kontrolltiere erniedrigt. Die resorbierte Methylglyoxalmeng 
betrug im Durchschnitt 87°/, der gegebenen Dosis. Diese Menge ist grifer 
als bei unseren friiheren Versuchen ohne Insulin®). Der Blutzucker betrug 
im Zeitpunkt der Tétung im Mittel 37 mg-°/, (Gesamtreduktion nach Hage. 
dorn-Jensen). Methylglyoxal war im eiweiBfreien Blutfiltrat nicht nach- 
weisbar. Das Allgemeinbefinden der Tiere war schlecht. 


Zusammenfassung. 


Insulin verhindert schon in kleinen Mengen bei der hungernden 
Ratte die Glykogenbildung aus Methylglyoxal in der Leber. 

Eine kompensatorische Verschiebung des Glykogenansatzes 
von der Leber in den Muskel unter dem EinfluB des Insulins, 
wie sie nach Kohlenhydratbelastung beobachtet werden kann, tritt 
nach Methylglyoxalfiitterung nicht auf. 

Der Glykogengehalt des Muskels scheint vielmehr erniedrigt 
zu werden; auch in der Leber ist eine starke Senkung des Glyko- 
gensplegels nachweisbar. 


Literatur. 
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—_ 
° 


> oo bo 


SAD om 








OBEN usw. 
G. Lever. 


lykogens 
> mit der 
N Waren, 
TO 100 g 
uchstiere 
roxal pro 
» bei dem 
nur eine 
| Muskel.- 
gleich 2 
calmenge 
st groBer 
r betrug 
h H age- 
ht nach- 


rernden 
ar. 

nsatzes 
nsulins, 
in, tritt 


iedrigt 
Glyko- 


NzZe u. 


Stohr, 





29 


Beitrag zu den Bestimmungsmethoden des Vitamin A. 
Von 
Georg Balassa und Georg Szant6, Budapest. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Mirz 1936.) 


Die chemische Bestimmung des A-Vitamins stammt von Carr-Price’). 
Die Verfasser beschrieben im Jahre 1926 eine blaue Farbreaktion, die beim 
Zusammenbringen von Vitamin A mit SbCl, entsteht. Zur quantitativen Be- 
stimmung beniitzen sie einen Lovibond-Tintometer. Zum Farbenvergleich 
sebrauchten einige Verfasser CuSO,’), andere ein Gemisch von CuSO, mit 
Kobaltnitrat*), wiederum andere Methylenblau und Krystallviolettlésungen‘). 
Norris und Church) beniitzten bei der Ausfiihrung der Reaktion eine 
abgekiihlte SbCl,-Lésung. Rosenthal und Mitarbeiter besprachen in zahl- 
reichen Arbeiten die von ihnen beniitzte Abinderung der Carr-Priceschen 
Reaktion®). Wenn sie zur vitaminhaltigen Lésung SbCl, und eine 5°/,ige 
Lisung von Guajacol (Pyrogallol) gaben und dieselbe erwirmten, entstand 
eine rote Farbe, welche im Gegensatz zu der schnell verschwindenden Farbe 
der Carr-Priceschen Reaktion farbenstiindig und spezifisch sei. 

Nach van Kekelen’) kann die Rosenthalsche Reaktion nicht als 
spezifisch angesehen werden, da auch Cholesterin dieselbe Reaktion gibt. 
Es ist auch bekannt, da’ SbCl, mit Skatol, Lecithin und im allgemeinen 
mit ungesittigten Verbindungen auch ohne Erwiirmung eine rétliche Farbe 
gibt’). van Eekelen bemerkt auch, da8 die Empfindlichkeit der Rosen- 
thalschen Reaktion gegen Cholesterin wahrscheinlich die Ergebnisse mit 
Organextrakten filscht. 

Da wir mit Organextrakten Vitamin A-Bestimmungen aus- 
fiitren wollten, haben wir die Brauchbarkeit der Methoden unter- 
sucht. Wir fiihrten zuerst die Rosenthalsche Reaktion mit 
dem Vitamin A-Priparat Vogan aus, welches wir mit Chloroform 
derart verdiinnten, dab 1 ccm 2000 E. enthielt. Von dieser Ver- 
diimnung nahmen wir dann 0,1—0,8 ccm zur Ausfiihrung der 
Reaktion. Bei der colorimetrischen Bestimmung wollten wir als 
Standardlésung die von Rosenthal angegebene KMnO,-Lisung 
anwenden. Die Farbe dieser Liésung erwies sich aber im Duboscq- 
schen Colorimeter zu Vergleichszwecken als ungeeignet. Die ge- 
elgnete Standardlésung fanden wir in dem Farbstoff Parabraun Z 
extra, dessen 0,02°/,ige wiBrige Liésung sich mit der Farbe der 
Reaktion identisch zeigte. 

Im Laufe der weiteren Versuche beobachteten wir, daB man 
auch ohne Zugabe des Guajacols eine mit der Rosenthalschen 
Reaktion vollkommen iibereinstimmende Farbennuance erhielt, 
Wenn man zu einer A-Vitaminhaltigen Lisung 3 ccm SbCl, gibt 
und sogleich 2 Minuten lang auf 60° C erwirmt. Diese rote 
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Farbe tritt etwas langsamer auf, als nach Guajacolzugabe; dic 
quantitative Bestimmung gelang mit Hilfe der vorher beschrie. 
benen Farbstofflésung. Wir fiihrten sowohl mit der Rosenthal. 
schen, als auch mit der von uns angegebenen Reaktion die colori. 
metrische Bestimmung sofort nach Entstehung der Farbe aus und 
beobachteten, daB die Farbe sich nicht binnen 10 Minuten iinderte, 
Die vergleichenden Mittelwerte der Rosenthalschen, Carr- Price. 
schen (Standard eine Methylenblau- und Krystallviolett-Lésung in 
Verhaltnis 2:1) und der von uns angegebenen Reaktion — aus. 
gefiihrt mit der verdiinnten Voganlésung — veranschaulicht Fig, |, 

Die Beobachtung von van Kekelen, daB Cholesterin die 
Rosenthalsche Reaktion gibt, haben wir nachgepriift. Wir berei- 
teten eine Cholesterinlésung, deren Cholesteringehalt der Blut. 
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Fig. 1. 


menge entspricht, welche bei der A-Vitaminbestimmung beniitzt 
wird. Es entstand, allein mit SbCl, erwirmt wie auch nach 
Guajacolzugabe, eine hellrote Farbe. Die Carr-Price-Reaktion 
wird hingegen durch Cholesterin nicht beeinfluBt. 

Diese von Cholesterin gegebene rote Farbe steht der Farbe 
einer KMnO,-Lésung niher. Die Parabraun Z extra-Vergleichs- 
lésung, welche zum Vergleich verschiedener A-Vitaminpriparate 
(Vogan, Virgin) entsprechend war, konnte zur Messung dieser roten 
Farbe nicht beniitzt werden. Diese Farbe war nicht bestiindig, 
ihre Intensitiit verinderte sich stetig. 

In unseren weiteren Versuchen stellten wir die genannten 
Reaktionen mit Organextrakten dar. Wenn wir Rattenleber mit 
Petrolather extrahierten, eindampften (Vakuum) und den Riick- 
stand in Chloroform listen, so erhielten wir mit Hilfe der Carr- 
Priceschen Reaktion normale Werte. Demgegeniiber erwies sich 
die Vitaminbestimmung sowohl mit der Rosenthalschen, wie mit 
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der von uns beschriebenen Reaktion als unausfiihrbar. 
 einerseits war die hellrote dem Cholesterin aihnliche Farbe mit 
der Farbe des Farbstoffes Parabraun Z extra nicht vergleichbar, 
andererseits zeigte diese Farbe eine fortwihrende Anderung. 
Es gelang uns nur einmal, 
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Denn 


nach der SbCl,-Zugabe eine Ver- 
sleichung auszufiihren ; das so erhaltene Versuchsergebnis war 


| mit ungefithr 150°/, haher, als das mit der Carr-Price-Reaktion 
| erhaltene. 


Drummond und Mitarbeiter waren die ersten, die die 
Garr-Pricesche Reaktion spektrophotometrisch untersuchten. 


Diese Versuche wiederholten mehrere Forscher und fanden das 


Absorptionsmaximum gegen 572 wy und 606 uu, Rosenthal und 
Mitarbeiter sahen die 2 Streifen ihre Reaktion gegen 545 und 
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Fig. 2. 
Die Lichtabsorption der Rosenthalschen und der von uns angegebenen Reaktion 
berechnet fiir eine Vitaminlésung, welche in 1 ccm 100 biol. Einheiten enthielt, 
in 1 ccm Schichtdicke. 


478 uu. Wir haben sowohl die Rosenthalsche als auch die 
von uns beobachtete Reaktion, ferner die in der schon er- 
wihnten Weise bereitete Cholesterinlésung mit einem Gittermeb- 
spektroskop untersucht. Die ersten 2 Reaktionen gaben kein 
charakteristisches Absorptionsband; im violetten und griinen Teil 
des Spektrums zeigten sie diffuse Lichtabsorption. Die Chol- 
esterinlésung hatte ein breites, starkes Absorptionsband bei 495 uu 
wid ein schwaches diffuses Absorptionsband bei 555 uu. 

Die Lichtabsorption der Rosenthalschen und auch der von 
uns angegebenen Reaktion haben wir mit einem Kénig-Martens- 
schen Spektralphotometer untersucht und fanden dem gittermeb- 
spektroskopischen Bild entsprechend, daB es das Licht von 470 
bis 550 up ungefihr gleichmiBig absorbiert. In diesem Teil 
des Spektrums ist Hi = 2,93 (#'°° bedeutet den Absorptions- 
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koeffizienten einer 100 biologische Einheiten  enthaltendey 
Vitaminlésung in 1 ccm Schichtdicke. Wie bekannt ist 7 = log” 


= Ked, worin EH die gemessene Absorption bedeutet, aus de 


wir die auf 1 cem Schichtdicke und 100 biol. Einheiten dure} 


Ei °° = A berechneten). 


; Chiol. E. 48chichtdicke 
Wir bemerken, daB die Farbenintensitiit der Reaktion sict 


mit der Zeit etwas ainderte. (Die Mittelwerte der Absorptions. 
messungen zeigt Fig. 2). Die spektralphotometrische Unter. 
suchung der Cholesterinlésung war wegen der raschen Veriinderung 
der Farbenintensitit unausfiihrbar. 





Zusammenfassung. 

1. Wenn wir die von Rosenthal und Mitarbeiter beschriebene 
Reaktion mit A-vitaminhaltigen Priparaten (Vogan, Virgin) durch- 
fiihrten, zeigte sich eine 0,02°/, ige wibrige Lésung des Far). 
stoffes Parabraun Z extra zu Vergleichzwecken geeignet. 

2. Das A-vitaminhaltige Priparat gibt nach Zugabe von 
3ccm SbCl, und nach Erwirmen auch ohne Guajacolzugabe dieselhe 
Farbe, die bei der Rosenthalschen Reaktion beobachtet wird. 

3. Die unter 1. und 2. beschriebenen Reaktionen gibt auch 


Cholesterin mit roter Farbe. Diese Farbe — entgegengesetzt 
der mehr widerstandsfihigen F'arbe der Vitaminlésung — ist 
verinderlich. 


4. Wenn wir die unter 1. und 2. angegebenen Reaktionen 
mit Organextrakten ausfiihrten, gab die so entstandene hellrote 
und verinderliche Farbe zur Vergleichung mit dem Farbstotie 
Parabraun Z extra keine Méglichkeit. 

5. Die von Rosenthal und auch die von uns beobachtete 
Reaktion hat im violetten und griinen Teil des Spektrums eine 
diffuse Lichtabsorption, dessen GréBe wir auch mit Spektral- 
photometer bestimmten. 


Literatur. 
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Beitrage zur enzymatischen Histochemie. 
XVII. Mikromethode zur Bestimmung von Stickstoff. 


Von 


Milton Levy, New York. 
Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Carlsberg Laboratorium, Kopenhagen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Mirz 1936.) 


Kine Methode zur Bestimmung des Stickstoffgehaltes von 
Gewebeschnitten ist bei histochemischen Studien oft erwiinscht. 
Das Prinzip der folgenden, fiir die Bestimmung von Stickstoff- 


mengen zwischen 0,5 und 6 wg brauchbaren Methode ist nicht 


neu. Ks besteht in der direkten Nesslerisierung der durch Schwefel- 
siure aufgeschlossenen Analysenproben und ist u. a. von Folin 
und Wu}), sowie Koch und McMeekin?”) zur Bestimmung von 
Stickstoff in Blutfiltraten angewendet worden. In diesen Fillen 


handelte es sich um Stickstoffgehalte in der Gré8enordnung von 


Zehntel Milligrammen in einem SchluBvolumen gefirbter Lésung 


von 50 ccm. Die Anwendung eines Pulfrich-Photometers mit 
_ Mikrokiivetten, die bei einer Schichtdicke von 10mm nur 0,2 ccm 
zur Fiillung erfordern, erméglicht unter Beibehaltung desselben 
| Analysenprinzips eine betrichtliche Verminderung des Schlub- 


volumens. Die entsprechende Verminderung der analysierbaren 
Stickstoffmengen bringt die Methode in den GréBenbereich histo- 
chemischer Untersuchungen. Nach Uberwindung einiger technischen 
Schwierigkeiten wurde mit dieser Methode eine Genauigkeit von 
+ 0,03 wg im oben genannten Analysenbereiche erzielt. 


Apparate. 


Form und GréBe des ReaktionsgefiBes geht aus Fig. 1 hervor. 
Ks faBt etwa 2,5 com und mu8 aus schwerschmelzbarem Glas 
 gefertigt sein, um die kochende Schwefelsiiure auszuhalten. 
Kine Metallplatte mit einer Reihe von Léchern zum LEin- 
stellen der ReaktionsgefiBe ist sehr empfehlenswert fiir Serien- 
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bestimmungen. Zur Einleitung der AufschlieBung dient ein Mikro. 
brenner mit einer nadelfeinen Offnung, der ein Regulieren de 
Flamme von 1—2 mm bis 3 cm Flammenlange gestattet. 

Der AbschluB der Zerstérung wird in einem Gestell yor. 
genommen, das aus federnden Haltern besteht, welche die Reaktions. 
gefiBe und die zum Erhitzen dienenden ausgezogenen Glasriéhrey 
tragen (Fig. 2). Die Gaszuleitung zu den einzelnen Glasspitzen 
wird mit Hilfe von Schraubenquetschhihnen reguliert. 

Eine neue Pipettentype wurde urspriinglich fiir den Zusatz 
von Nesslers Reagens ausgebildet, diirfte sich aber ihrer be. 
quemen und schnellen Handhabung wegen fiir viele Zwecke als 
brauchbar erweisen. Statt der in den friher beschriebenen 
Pipetten’) beniitzten Atzmarke besitzen die neuen Pipetten eine 
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Fig. 1. ReaktionsgefaB. | a7emm 6 50cmm ec 700cmm 
(Ma8e in mm.) Fig. 2. Verbrennungsgestell. Fig. 3. Halbautomatische Pipetten. 
































ganz kurze capillare Einschniirung (Fig. 3). Wenn eine Lésung 
iiber die Einschniirung hinaus in diese Pipetten aufgesaugt wird, 
so sinkt der Pipetteninhalt nach der Freigabe der oberen Pipetten- 
éffnung spontan nur bis zu dem Punkt der Einschniirung, wo 
die Oberflachenspannung der verminderten Fliissigkeitsobertliche 
die Fliissigkeitssiule in der Pipette zu tragen vermag. Erst 
wenn dieser Punkt durch Anwendung eines leichten Druckes 
iiberwunden wird, laiuft die Pipette aus, und zwar mit einer 
Geschwindigkeit, die nur von der Offnung der Pipettenspitze ab- 
hangt, da ja beim Ausblasen nur ein verschwindender Teil der 
Fliissigkeit die Capillare passiert. Die Pipette kann als halb- 
automatisch bezeichnet werden. [Sie ist im wesentlichen eine 
Modifikation der friher*) beschriebenen automatischen Pipette.] 
Thre Handhabung erfordert keine Achtsamkeit auBer dem Fiillen 
tiber die Einschniirung und der Vermeidung von Luftblasen. 
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In den kleinen Pipetten wird die Kinschniirung angelegt, 


'jndem man das Rohrchen an der gewihlten Stelle mit einer 
| padelspitzen Flamme erhitzt, bis die Wand geniigend verdickt 
| ist. GréBere Pipetten werden zuerst etwas ausgezogen und dann 
'an der ausgezogenen Stelle wie die kleineren behandelt. Die 


endgiltige Justierung des Pipetteninhaltes wird am einfachsten 


durch Verkiirzen der Spitze bewirkt, deren GréBe, wie gesagt, 
pur fir die Auslaufsgeschwindigkeit Bedeutung hat. 


Die Genauigkeit dieser Pipetten geht aus Tab. 1 hervor. 


' Die zu untersuchenden Pipetten wurden zum Abpipettieren von 
| Schwefelsiture der in der Tabelle angegebenen Konzentrationen 
' beniitzt, die Saéure sodann verdiinnt und mit n/14-Natronlauge 
' titriert. Die 7 cmm-Pipette arbeitet wahrscheinlich beim Ab- 


pipettieren von Fliissigkeiten, die weniger viscés sind als kon- 


zentrierte H,SO,, mit gréBerer Genauigkeit als die aus der Ta- 
| belle hervorgehenden 5°/,. Bei allen anderen PipettengréBen 
' sind die Abweichungen wohl ebensosehr der Titration wie der 
| Pipettengenauigkeit zuzuschreiben. 

















Tabelle 1. 
Genauigkeit der halbautomatischen Pipetten. 
 Pipettenvolumen in emm 7 50 300 700 
| Auslaufszeit etwa . . . < 1 Sek. 1 Sek. 2,5 Sek. 1,5 Sek. 
| Konzentration der H,SO, konz. 10n 2n 2n 
3,01 6,88 8,29 19,05 
3,08 6,87 8,25 19,05 
Verbrauchte 3,09 6,83 8,25 19,05 
cem n/14-NaOH 3,19 6,84 8,27 19,05 
3,12 6,87 8,28 19,10 
- 3,27 6,85 8,30 19,00 
_ GréBte Abweichung 
vom Mittel in °/, 0,8 “ sis 














Zu den Stickstoffbestimmungen dienen Pipetten von den in 


der Tabelle angegebenen GréBen, wenn es sich um Stickstoff- 
' mengen von 0,5—4,0 wg handelt. GréBere Mengen bis zu 6 ug 
| erfordern eine Pipette von 1200 cmm statt der angegebenen 
700 emm. 


Die zu den Titrationen verwendete magnetische Riihranord- 


| tung hat sich beim Nesslerisieren als zu langsam erwiesen. 
| Schiitteln mit der Hand, nach Verschlu8 des ReaktionsgefiBes 
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mit dem Finger, war ebenfalls unzureichend, wahrscheinlich jp. 
folge der zwischen dem Zusatz des Reagens und dem Schiittely 
verstreichenden Zeitspanne. Hin Strom von Luftblasen ha); 
schlieBlich iiber diese Schwierigkeit hinweg. 

Kin Glasrohr wird zu einer langen Capillare ausgezogey 
und senkrecht iiber einer Platte eingespannt, welche mit Hilfe 
von Zahnrad und Zahnstange gehoben und gesenkt werden kan) 
(Titrationstischchen). Die Capillare wird mit einer Luftquelle 
verbunden, die unter einem Druck von 20cm Wasser steht. Der 
Durchmesser der Capillare wird so gewahlt (0,3 mm in dem yor 
mir gebrauchten Exemplar), da8 ein ununterbrochener Strom you 
Luftblischen entsteht, wenn die Spitze in Wasser getaucht wird, 
Ein Holzblock mit drei federnden Drihten dient zum Anbringey 
des Reaktionsréhrchens auf dem Titrationstisch °). 

Beim Durchperlen der Luft durch die Lésung kann map 
beobachten, daB feine Trépfchen aus dem GefaiB herausspritzen, 
obgleich die meisten von den Wandungen des erweiterten Teiles 
abgefangen werden. Der hierdurch bewirkte Verlust spielt nach 
dem Zusatz von Nesslers Reagenz keine Rolle. Die Zeit vo 
dem Zusatz, in der Verluste zu befiirchten waren, dauert nu 
1—2 Sekunden und der Verlust kann im Vergleich mit anderen 
Fehlerquellen vernachlissigt werden. 

Das Pulfrich-Photometer ist ein mit Mikrokiivetten aus- 
gestattetes normales Instrument, das ganz der Beschreibung in 
den Katalogen von Zeiss entspricht. Als Farbfilter dient S 43°, 


Reagentien. 


Zur AufschlieBung dient eine Mischung von H,SO, und k,S0, 
mit Se als Katalysator®). Eine Mischung von 1,0 ccm konzen- 
trierter H,SO,, 0,625 g K,SO, und 0,075 g elementarem Se wird 
erhitzt, bis alles Wasser ausgetrieben ist und die Mischung beim 
Abkiihlen klar verbleibt. Das Handhaben dieser Mischung in 
Mikropipetten ist unbequem, da sie nach Aufnahme geringer 
Feuchtigkeitsmengen zu krystallisieren beginnt. Man saugt daher 
am besten 10 ccm der Mischung in eine trockene Pipette auf und 
blast sie in 40 ccm destilliertes Wasser aus. Die resultierende 
6n-Saure ist nach dem Abkiihlen gebrauchsfertig. Nesslers 
Reagens wird nach den Angaben von Folin und Wu!) dargestell. 
Die hierzu dienende 10°/,ige Natronlauge soll auf 1°/, genau 
2,5n sein, 
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Ausfiihrung der Bestimmung. 


Man pipettiert zuerst in eine Reihe von ReaktionsgefiBen 
7cmm groBe Wassertropfen ab, welche dazu dienen, die stickstoff- 
haltigen Proben (z.B. Gewebeschnitte) aufzunehmen. Nachdem 
lie Proben in die ReaktionsgefiBe iiberfiihrt worden sind, setzt 
wan zu jedem GefaB 50 cmm der verdiinnten Oxydations- 
nischung, sodann werden die GefiBe in den vorher erwihnten 


| Metallblock gestellt und mit diesem im Trockenschrank auf 130° 


erhitzt, um die Hauptmenge des Wassers zu entfernen. Dies 
erfordert etwa 1,5 Stunden und vollzieht sich unter Braun- oder 
Schwarzfarbung, aber ohne Aufkochen. Die Gefife sind nun zur 
Einleitung der Oxydation bereit. 


Da hierbei die Zersetzung des Hauptteils der Probe eintritt, 
nub ziemlich viel Sorgfalt und Geduld aufgewendet werden, um 
Spritzen und StoBen zu vermeiden. Das Réhrchen wird in einem 
Drahthalter, etwa 30° gegen die Senkrechte geneigt, angebracht. 
Sodann wird die Fliissigkeit mit der etwa 2 mm langen Flamme 
les Mikrobrenners vorsichtig erhitzt. Hierbei kondensiert Wasser 
in der Erweiterung des Réhrchens und in dessen Hals. Man 
entfernt das Kondensat durch schwaches Erhitzen dieser Teile 
mit der auf 2cm aufgedrehten Flamme. Das eigentliche Oxy- 
dationsgemisch wird stets nur mit der kleinen Flamme erhitzt. 


| Ist viel organische Substanz vorhanden, so kénnen sich Gasblasen 


H,O, SO,, CO,) bilden und man muf sehr vorsichtig sein, um 
unnétiges Spritzen zu vermeiden. Bisweilen fillt eine solche Blase 
ie ganze Breite des Réhrchens aus und schiebt eine Fliissigkeits- 


' haut vor sich her. Droht eine solche Haut héher als den halben 


Weg zur Erweiterung hinaufzulaufen, so mu8 man das Rohr 
erkalten lassen und die Blase durch geeignetes Schwingen des 


| Rohres mit Hilfe der Zentrifugalkraft zerstéren. Bei fortgesetztem 


Erhitzen bildet sich ein Ring von H,SO, in der unteren Hilfte 
des Réhrchens, welcher beim Zuriickrinnen die Winde wischt. 
Spritzen tritt besonders leicht ein, wenn ein organische Substanz 


| enthaltendes Trépfchen von diesem Ring in die viel heibere Oxy- 


dationsmischung zuriickliuft. Es ist jedoch nicht schwer voraus- 
zusehen, wann solche Trépfchen gefahrdrohend werden, und wenn 
die Flamme unmittelbar vorher fiir einen Augenblick entfernt 
wird, kann das Spritzen vermieden werden. Sobald die Fliissig- 
keit gelb oder farblos wird, ist die einleitende Zerstérung beendet. 
Dies dauert mit Gerstenproben von etwa 0,2 mg Trockengewicht 
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ungefahr 3 Minuten; Magenschleimhautschnitte, die Wenigey 
organische Substanz enthalten, erfordern nur etwa 1 Minute. 





Nach der Beendigung dieser Operation wird das Réhrche; 
in eines der auf Fig. 2 dargestellten Gestelle iiberfiihrt. De 
Boden des Réhrchens wird direkt von der Flamme berihrt, welch 
groB genug eingestellt wird, um den Kondensationsring etwa 1 ¢ 
iiber dem Boden zu halten. Ein Erhitzen des Réhrchens hohe; 
oben wird vermieden, da es unerwiinscht ist, Schwefelsiiure in dic 
Erweiterung zu bekommen. Tritt dies dennoch ein, so kann die 
Saure oft zum Hinunterlaufen veranlaBt werden, indem man die 
Erweiterung mit der zur einleitenden Zerstérung beniitzten 2 cy 
langen Flamme einmal an der Stelle bestreicht, wo sich die 
Siure gesammelt hat. Natiirlich muB darauf geachtet werden, 
daB das Schwefelsiuregemisch nicht zur Trockne erhitzt wird, 
Mit passend eingestellten Brennern erfordert das 30 Minuten lang 
dauernde abschlieBende Erhitzen nur sehr wenig Aufmerksamkeit, 
Nach dieser Zeit sollte das Gemisch farblos und wasserklar sein, 
Nach dem Abkihlen zeigt sich bisweilen ein roter Niederschlag 
von Se, welcher harmlos ist. 


Nach dem Abkihlen wird das Réhrchen fast horizontal 
gehalten und 700 cmm des t. Wassers werden in kraftigem 
Strahle auf die Mischung geblasen. Oft tritt hierbei sogleich 
vollstindige Lésung ein, besonders wenn die Mischung noch nicht 
Zeit hatte zu erstarren. Zweistiindiges Stehenlassen fiihrt immer 
volistiindige Lésung herbei, und die Fliissigkeit ist dann zum 
Nesslerisieren bereit. 

Der Zusatz von Nesslers Reagens ist vielleicht der kriti- 
scheste Augenblick der ganzen Bestimmung. Da die gefarbte 
Substanz kolloidal ist, beeinflussen die Bedingungen, unter denen 
sie gebildet wird, ihre Lichtabsorption. Diese Bedingungen sind 
daher soweit als méglich zu standardisieren. 

Das ReaktionsgefaB wird in einen Halter geklemmt und in 
senkrechter Stellung auf dem Titrationstischchen direkt unter der 
spiter zur Luftdurchleitung dienenden Glascapillare aufgestellt. 
Sodann fillt man die 300 cmm-Pipette mit Nesslers Reagens, 
halt sie in der rechten Hand bereit und hat den zum Ausblasen 
dienenden Schlauch im Munde. Dann dreht man das Zahnrad 
des Titrationstischchens mit der linken Hand und hebt dadurch 
das ReaktionsgefaiB, bis ein gleichmifiger Strom von Luftblaischen 
die ganze Lésung durchperlt. Sobald die Miindung der Capillare 
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den Boden des GefiBes erreicht, wird Nesslers Reagens zugesetzt 
und das Titrationstischchen sodann gesenkt. Die ganze Operation 











erfordert etwa 5 Sekunden. Die Rihrung ist sehr ausgiebig und 
braucht nicht tiber die 2—3 Sekunden hinaus verlingert zu werden, 
die das Entleeren der Pipette erfordert. Nach Beendigung der 
Operation neigt man das ReaktionsgefiB und dreht es einmal 
zwischen den Fingern, um eventuell in die Erweiterung gespritzte 
Teile der Lésung zu sammeln. 


Die Lésungen kénnen 10—90 Minuten nach dem Nesslerisieren 
colorimetriert werden. Dies geschieht unter Verwendung der 
friher erwihnten Kiivetten und Filter nach den von der erzeu- 
genden Firma gegebenen Anweisungen. Zum Vergleich dient eine 
Lisung, die genau so behandelt wird wie alle anderen, aber 
keinen Stickstoff enthialt. 

Der Stickstoffgehalt der Probe wird von einer Kichkurve 
abgelesen. 

Die Genauigkeit der Methode geht aus Tab. 2 hervor. Die 
ersten 6 Gruppen dreifacher Bestimmungen dienten zur Aufstellung 
der Kichkurve. Die nichsten 3 Gruppen wurden einen Monat 
spiiter mit frischer NH,Cl-Lésung erhalten. Der Stickstoffgehalt 
der Caseinlésung wurde durch eine Makrobestimmung nach Kjel- 
dahl ermittelt. Die absoluten Abweichungen sind etwa gleich 
fiir alle Stickstoffmengen und betragen im Durchschnitt + 0,03 ug, 
Dies entspricht 1—10°/, der verschiedenen in der Tabelle an- 
gegebenen Stickstofimengen. 


Die Eichung der Methode wurde durchgefiihrt mit einer durch 
Auflésen von umkrystallisiertem und getrocknetem Salz erhaltenen 
Ammoniumchloridlésung. Eine passende Reihe von Verdiinnungen 
wurde hergestellt und je 7 cmm dieser Liésungen mit Hilfe der 
von Linderstrém-Lang und Holter‘) beschriebenen Mikro- 
pipetten in die ReaktionsgefaBe einpipettiert. Hierauf wurde der 
ganze oben beschriebene ProzeB durchgefiihrt. Nach unserer 
Erfahrung wird das Beersche Gesetz nicht genau befolgt, doch 
ist die Abweichung gering. Die genaue Lage der Kichkurve hingt 
von der GréBe der verschiedenen zur Bereitung der Lisungen 
verwendeten Pipetten ab, die daher nicht ohne Nacheichen ge- 
wechselt werden diirfen. Ferner soll die Eichung wiederholt 


werden, so oft eine neue Portion von Nesslers Reagens in Ge- 
brauch genommen wird. Tab. 2 gibt ein Beispiel fiir eine Serie 
von Kichdaten. 
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Tabelle II. 





a 


























Angewendete E N , 
Stickstoff- log Fr Mittel k gefunden Abweichung 

menge in ug n in ug PE 
0,365 0,082 0,44 +0,08 
0,062 0,068 5,37 0,33 — 0,03 

0,061 0,33 — 0,03 

0,731 0,145 0,76 + 0,03 
0,135 0,140 5,22 0,70 — 0,03 

0,139 0,73 0,00 

1,46 0,278 1,45 —0,01 
0,276 0,281 5,21 1,44 — 0,02 

0,288 1,50 + 0,04 

2,19 0,432 2,20 +0,01 
0,425 0,432 5,09 2,16 — 0,03 

0,438 2,23 + 0,04 

2,98 0,577 2,95 + 0,02 
0,564 0,573 5,11 2,88 — 0,05 

0,578 2,95 + 0,02 

3,66 0,724 0,727 5,08 3,64 — 0,02 
0,731 3,68 + 0,02 

1,24 0,241 1,24 0,00 
0,242 1,25 +0,01 

0,289 1,23 — 0,01 

2,48 0,490 2,48 0,00 
0,487 2,47 —0,01 

0,484 2,45 — 0,03 

3,09 0,598 8,03 — 0,06 
0,618 3,12 +0,03 

0,601 3,04 — 0,05 

Casein Mittelfehler L 0,026 

1,86 0,357 1,84 — 0,02 
0,361 1,86 0,00 

0,363 1,87 +0,01 

Diskussion. 


Der bei der Oxydation verschwindende Saureanteil ist ver- 
haltnismaBig gering. Die griéften bis jetzt verarbeiteten Proben 
stammten von Gerstenkérnern (2 Schnitte von 25 uw Dicke und 
2,5 mm Durchmesser) und enthielten ungefahr 0,2 mg Trocken- 
substanz, fast ausschlieBlich Stiirke. Die Oxydationsgleichung kann 
folgendermaBen aufgestellt werden 

C,H,,0,; + 12H,SO, —-> 1280, + 17H,O + 6CO,. 

0,2 mg Stirke erfordern also 0,03 Milliiquivalente Schwefel- 

siure. Da im ganzen 0,3 Milliiquivalente zugesetzt worden sind, 
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so kinnen also etwa 10°/, der Siure in dieser Weise verbraucht 
werden, Diese Annahme wurde gréSenordnungsmibig bestitigt 
durch Zerstérung von etwa 0,1 mg Filtrierpapier und Titration 
der nicht verbrauchten Séure. Verdampfung der Siure scheint 
ganz unerheblich zu sein. — Kontrollversuche zeigten, daB eine 
10°/,ige Variation der Saéuremenge keinen Hinflu8 auf den end- 
lichen Farbton hatte. Der Zusatz von Schutzkolloiden, wie 
arabischer Gummi, gum ghatti u.dgl., zum Nesslerisierungsgemisch 
ist bei dem oben beschriebenen Verfahren iiberfliissig, ja ver- 
schlechtert eher die Proportionalitit von Stickstoffmenge und 
Farbtiefe. Bei Stickstoffmengen iiber 4 wg treten fast immer 
gefiirbte Niederschlige auf. Wenn es untunlich ist, die verarbei- 
teten Proben zu verkleinern, wird das zur Verdiinnung zugesetzte 
Wasservolumen von 700 auf 1200 cmm erhéht und das Schlub- 
volumen somit auf 1,5 ccm gebracht. Unter diesen Umstiinden 
rufen 6ug N noch keinen Niederschlag hervor. Natiirlich muB fiir 
solehe Bestimmungen eine besondere Eichkurve aufgestellt werden. 

Das Stufenphotometer sieht fiir Mikrobestimmungen auch 
20 mm-Kiivetten vor, welche aber im vorliegenden [all unverwend- 
bar sind, da eine Kontrollésung dieser Schichtdicke 40°/, oder 
weniger des eingestrahlten Lichtes durchli8t. Die Halbkreise des 
Gesichtsfeldes sind daher dunkel und schwer vergleichbar. Ness- 
lerisierung in einem Endvolumen unter 1 oder 1,5 ccm ist schwierig, 
da die hohe Salzkonzentration dann Niederschlagsbildung ver- 
ursacht. Die Methode ist in der hier beschriebenen Form insofern 
zweckentsprechend, als mit ihr der Stickstoff in 0,2 mg einer etwa 
0,5°/, N enthaltenden Substanz mit ausreichender Genauigkeit 
bestimmt werden kann. 

Zu Reihenbestimmungen ist die Methode recht brauchbar. 
Kin Arbeiter kann in etwa 6—7 Stunden mit Leichtigkeit 30 Proben 
analysieren, einschlieBlich der fiir das Schneiden mit dem Mikrotom 
erforderlichen Zeit. Ein Beispiel fiir die praktische Anwendung 
der Methode zeigt Fig. 4. Hin Gerstenkorn wurde 48 Stunden 
lang in Wasser von 13,5° aufgeweicht und dann 12 Stunden lang 
auf — 10° gefroren. Sodann wurde in der von Holter und 
Linderstrem-Lang’) beschriebenen Weise eine zylindrische Probe 
aus dem breitesten Teil des Kornes ausgestanzt und so auf das 
Mikrotom aufgefroren, daB der Keim zuerst geschnitten wurde. 
Die Schnitte waren 25 y dicke kreisrunde Scheiben mit einem Durch- 
messer von 2,5 mm. Zu jeder Bestimmung wurden 1—2 Schnitte 
verwendet. 
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Die an den Enden der Stickstoffverteilungskurve auftretendey 
héheren Stickstoffgehalte sind natiirlich auf die Gegenwart der 
eiweiBreichen Aleuronschicht und der benachbarten stickstoffreichey 


Schnitt-Nr. (25 w) 
0 40 80 120 








ug N pro Schnitt 



































Fig. 4. Stickstoffverteilung ci:ues Gerstenkornes. 


Stirkezellen zuriickzufiihren. Das 
niedere Mittelstiick der Kurvye 
entspricht dem Stickstoffgehalt 
der inneren Stirkezellen. 

Die Héhe und Lage der 
Kurvengipfel hingt natiirlich 
hauptsachlich von der Form des 
Kornes und von der Genauigkeit 
ab, mit der die Schnitte an. 
gefertigt wurden. Die endliche 
Auswertung solcher Kurven er. 
fordert vergleichende _histolo- 
gische Studien. Derartige Studien, 
die auch die Phosphorverteilung 
einschlieBen sollen, sind geplant. 


Ich danke Herrn Professor Dr. 
S. P.L. Serensen fiir das dieser 
Untersuchung bewiesene freund- 
liche Interesse und fiir die gast- 
liche Aufnahme im Carlsberg- 
Laboratorium. Ferner danke ich 


Herrn Dr. K. Linderstrem-Lang, der das Problem vorgeschlagen 
und auch sonst vielfach geholfen hat, und Herrn Dr. C, J. Virden, 
der zuerst die Méglichkeit einer Kjeldahl-Destruktion in diesem 
Mafstab nachwies, sowie endlich der Leitung der New York Uni- 
versity fiir den bewilligten Urlaub. 
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Wher die Kohlenhydratgruppen des Submaxillarismucins. 
Von 
Gunnar Blix. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit Uppsala.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Mirz 1936.) 


Wohl kaum eine Klasse der animalischen Proteinstoffe ist 
physikalisch und chemisch so unvollstindig untersucht wie die 
Glucoproteide. Von chemischem Interesse ist vor allem die Natur 
der prosthetischen Kohlenhydratgruppe. Bei einem Teil der hierher 
gehérenden Stoffe, den sogenannten Chondromucoiden (Chondro-, 
Tendo-, Aorta-, Sclero- und wahrscheinlich auch Osseomucoid) ist 
die Kohlenhydratkomponente verhiltnismifig gut bekannt, es ist 
die Chondroitinschwefelsiure. Der Kohlenhydratkomplex des Ovo- 
mucoids ist nach Levene und Mitarbeiter’) ein Polymeres des 
Dimannose—Glucosamins, gehért also zum gleichen Typus wie das 
von Rimington?) aus den EiweiBkérpern des Blutserums dar- 
gestellte Polysaccharid, das wahrscheinlich auch in anderen ein- 
fachen Proteinen vorkommt [Sérensen und Haugaard*™®*)], Das 
Kohlenhydrat des Seromucoids gehért wahrscheinlich auch hierher 
(Rimington4)]. 

In einer Reihe von anderen Mucoiden, sowie in den echten 
Mucinen stellt nach der von Levene') begriindeten und allgemein 
angenommenen Ansicht die sogenannte Mucoitinschwefelsiure die 
Kohlenhydratgruppe dar. Eine genaue Literaturdurchsicht fihrt 
indessen bald zu der Vermutung, daB diese Lehre eine zu starke 
Generalisierung enthilt. 


!) P, A. Levene u. T. Mori, J. of Biol. Chem. 84, 51 (1929); P. A. Le- 
vene u. A, Rothen, J. of Biol. Chem. 84, 63 (1929). 

*) C. Rimington, Biochemic. J. 25, 1062 (1931). 

88) M.Sérensen u. G. Haugaard, Biochem. Z. 260, 247 (1933). 

8») M. Sérensen, Biochem. Z. 269, 271 (1934). 

*) C. Rimington, Ergebn. d. Physiologie 35, 712 (1933). 
5) P. A. Levene, Hexosamins and Mucoproteins, London 1925. 
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Schon der Gesamtschwefelgehalt vieler dieser Stoffe ist ziem- 
lich niedrig. So enthailt Submaxillarismucin 0,84°/, Gesamt- 
schwefel [Hammarsten%)], Glaskérpermucoid 1,14°/, [Mérner’)] 
Funismucin 1,04°/, [Jernstrém‘)] und Sputummucin etwa | 40°), 
[F'r. Miiller®)}. Im letzteren ist nach Miller weniger als 0,49°/, § 
in Form abspaltbarer Schwefelsiure vorhanden, was bei Beriick. 
sichtigung des hohen Reduktionswertes (bis 37°/, als Glucose be- 
rechnet) bedeuten muB, daB attire till wenn sie iiber- 
haupt darin enthalten ist, nur einen kleinen Bruchteil der gesamten 
Kohlenhydratmenge des Mucins ausmachen kann. In Funismucin 
hat Young?) in Corneamucoid Mérner!!) festgestellt, daB ab- 
spaltbare Schwefelsiure fehlt. 

In neuerer Zeit haben Webster und Komarov?’) das Magen- 
saftmucin untersucht. Bei einem Gesamtschwefelgehalt von 1,29°/, 
wurde 0,25°/, Schwefel als abspaltbare Schwefelsiure gefunden, 
Da gleichzeitig ein Reduktionswert von 13—15°/, (als Glucose 
berechnet) gefunden wurde, ist es einleuchtend, daB Mucoitin- 
schwefelsiure auch hier nur einen Bruchteil der ganzen Kohlen- 
hydratmenge ausmachen kann. Spiiter ist es Komarov?) ge- 
lungen, annahernd reine Mucoitinschwefelsiure in einer Menge 
von etwa 4°/, aus dem Magensaftmucin zu isolieren. 

Levene selbst hat die Mucoitinschwefelsiure aus glucoproteid- 
haltigen Materialien wie Magenmucosa, Nabelschniiren usw. direkt 
dargestellt, — also nie aus den isolierten Glucoproteiden. Ks 
laBt sich daher wohl denken, daf die Mucoitinschwefelsiure zwar 
in diesen Materialien vorkommt, aber nicht als integrierender 
Bestandteil der Glucoproteide, und da8 da, wo Esterschwefelsiiure 
in kleineren Mengen in diesen Mucinen und Mucoiden nach- 
gewiesen worden ist, sie als eine Verunreinigung zu betrachten 
ist, die durch eine weitere Reinigung des Proteinstoffs vielleicht 
volistindig entfernt werden kiénnte. 

Die Frage nach der Natur der Kohlenhydratgruppe in dea 
genannten Glucoproteiden erscheint also einer Uberpriifung bediirftig. 
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) O. Hammarstea, Diese Z. 12, 163 (1881). 

’) C. Th. M6rner, Diese Z. 18, 233 (1893). 

*) E. A. Jernstrém, Uppsala Likareféren. Férh. 15, 434 (1880). 

*) Fr. Miiller, Z. Biol. 42, 468 (1901). 

") R. A. Young, J. of Physiol. 16, 325 (1894). 

1) C. Th. Mérner, Diese Z. 18, 213 (1893). 

12) D. R. Webster u. 8. A. Kom arov, J. of Biol. Chem. 96, 133 (1932). 
18) §. A. Komarov, J. of Biol. Chem. 109, 179 (1935). 
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Als erstes Untersuchungsobjekt wurde das Submaxillarismucin 
gewihlt, das seit den klassischen Untersuchungen von Hammarsten 
trotz seiner leichten Zuginglichkeit kaum bearbeitet worden ist. 


Darstellung von Submaxillarismucin. 


Bei der Darstellung wurde die von Hammarsten‘) angegebene Vor- 
schrift befolgt. Die Driisen werden nach Reinpriiparieren von Fett und 
Bindegewebe mit Wasser gewaschen, dann grob zerhackt und einmal wihrend 
12 Stunden mit */, Teilen Wasser extrahiert. Dieser erste Extrakt, der noch 
stark blutig gefirbt ist, wird verworfen. Nach weiterem Zerkleinern wird 
das Material dann 6—10mal je 24 Stunden lang mit °/, Teilen Wasser extra- 
hiert. Die wéBrigen Extrakte werden zentrifugiert und filtriert und das 
klare Filtrat mit einem Zehntel seines Volumens an 1,5°/,iger Salzsiiure ver- 
setzt, wobei zuerst ein Mucinniederschlag auftritt, der aber spiiter wieder 
in Lésung geht. Das Mucin wird darauf durch Zusatz des 3—4fachen 
Volumens an destilliertem Wasser ausgefillt, ausgepreBt, in der kleinst- 
miglichen Menge 1,5°/,iger Salzsiure gelést und durch Zusatz von Wasser 
nochmals gefillt. Diese Prozedur wird noch einmal wiederholt. Danach 
wird das Mucin mehrmals mit neuen Mengen Wasser in einer Porzellan- 
schale geknetet, bis die ziihe Masse sich in gequollene Fléckchen auflést, 
Diese werden abzentrifugiert und im Zentrifugenglas bis zur Chlorfreiheit 
des Waschwassers gewaschen. Das ausgewaschene Mucin wird schlieBlich 
mit Alkohol und Ather behandelt und im Vakuum getrocknet. 

Die Driisen wurden vom Schlachthof in ge frorenem Zustand erhalten. 
Die Extraktion und die Filtration wurden stets im Kiihlraum (+ 2 bis + 4°) 
vorgenommen. Auf diese Weise habe ich regelmiSig — sowohl im Sommer 
wie im Winter — eine gute Ausbeute (etwa 25—45 g aus 3 kg Driisen) an 
Mucin mit den typischen physikalischen Eigenschaften erhalten. 

Hammarsten fand bei 7 verschiedenen Priiparaten Stickstoffgehalte, 
die nur zwischen 12,29 und 12,38°%/, variierten. In den von mir erhaltenen 
Priparaten schwankte der Stickstoffgehalt stiirker, nimlich zwischen 11,2 
und 12,6°/). 

Orientierende Untersuchungen. 


1. Die Bestimmung der durch Hydrolyse abspaltbaren Schwefel- 
siure erfolgte durch Kochen mit 3°/, HCl unter RiickfluB, Filtration, 
Auswaschen, Fallung mit Bariumchlorid und Wigung in iblicher 
Weise. Die Resultate sind in untenstehender Tab. I zusammengestellt. 














Tabelle I. 
- Abspalt- | Zeit der | 1. Abspalt- | Zeit der 
ee barer § Hydrolyse | a barer S Hydrolyse 
; in °/, in Stunden . in /, in Stunden 
1. 0,044 s—4 || IVa.) 0,064 3—4 
IL. 0,044 s—4 | »b.*™) 0,042 3—4 
III. 0,049 — F ¥. 0,035 12 














*) Einmalige Umfillung des Mucins. 
**) Dreimalige Umfillung des Mucins. 














46 Gunnar Blix, 


Hieraus ging unmittelbar hervor, dab die Kohlenhydratgruppe 
in diesem Mucin keine Esterschwefelsiure sein konnte. 

2. Weiter wurde die zuerst von Tillmans und Philippi%) 
angegebene und von Sérensen und Haugaard®’) weiter aus. 
gebaute Bestimmungsmethode fiir Proteinkohlenhydrate (rcin- 
Schwefelsiuremethode) auf das Submaxillarismucin angewandt. In 
Kontrollversuchen mit reinen Monosacchariden wurde befriedigende 
Ubereinstimmung mit den von Sédrensen und Haugaard erhal- 
tenen Zeitkurven erzielt. — Die fiir das Mucin erhaltenen Zeit. 
kurvenquotienten stimmten am besten mit denen fiir Mannose 
iiberein. (Auf einen Vergleich mit Standarden aus Mischungen 
von Monosacchariden habe ich verzichtet.) Der gefundene Zucker- 
gehalt des Mucins war als Mannose berechnet etwa 3,5°/,. Nimmt 
man an, daB der Kohlenhydratkomplex, dem die Hexose angehirt, 
hier ebenso wie im Fall des Ovomucoids und der Serumproteine 
1 Mol Glucosamin auf 2 Mol Hexose enthalt, so errechnet sich 
aus dem angegebenen Hexosegehalt ein Polysaccharidgehalt von 
rund 5°/,. 

3. Nach der Hydrolyse mit 3°/, Salzsiure wurde ein maxi- 
maler Reduktionswert von 16°/, (als Glucosamin berechnet) ge- 
funden. Daraus folgt, daB auBer we durch die Orcin—Schwefel- 
siurereaktion nachgewiesenen Polysaccharid wahrscheinlich noch 
ein zweites Polysaccharid vorhanden ist. 

4, Wegleitend fiir die Versuche zur Isolierung dieses zweiten 
Polysaccharides war die urspriinglich von P. Ehrlich, zitiert nach 
Fr. Miller’), angegebene Farbreaktion von Schleimsubstanzen 
mit p-Dimethylamino-benzaldehyd. Nach Ehrlich gibt das Mucin 
die Reaktion erst nach Vorbehandlung mit Kalilauge. Nach 
Fr. Miller fallt die Probe ausnahmslos positiv aus, ,,.wenn man 
vorher die Schleimsubstanzen mit ein wenig Alkalilauge oder 
Barytwasser alkalisch machte und etwas erwirmte. Versetzte man 
diese alkalischen Lésungen mit dem Reagens bis zu deutlich saurer 
Reaktion, so tritt alsbald, namentlich beim Kochen, eine pracht- 
volle rote Farbe auf“. Fr. Miller priifte mit positivem Ergebnis 
Sputummucin, Submaxillarismucin, Ovomucoid, Eialbumin und 
Knorpelsubstanz. Glucosamin selbst gibt die Reaktion nicht, wohl 
aber, wie Miller zeigte, Pentaacetylglucosamin. Auf dieser Reaktion 
fuBend habenZuckerkandl und KlebermaB") eine colorimetrische 


4) J. Tillmans u. K. Philippi, Biochem. Z. 215, 36 (1929). 
1) F. Zuckerkandl u. L. Messiner-KlebermaB, Biochem. Z. 286, 


19 (1931). 
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| Methode zur Bestimmung von acetyliertem Glucosamin ausgearbeitet, 
die spiter von Elson und Morgan"*) verbessert worden ist. Um 
die Mucinreaktion von Ehrlich bei den Isolierungsversuchen 
quantitativ auswerten zu kénnen habe ich sie von Beginn an in 
folgender Weise standardisiert. 


Das zu priifende Material wurde (gewéhnlich in einer Menge von 
1eg) mit 10cem n/10-NaOH versetzt. Man schwenkt bei Zimmertemperatur 
um, bis die Substanz gréBtenteils gelést ist und erwirmt dann genau 5 Min. 
lang im kochenden Wasserbad. Nach Zusatz von 1cem Ehrlichs Reagens 
‘bereitet durch Auflésen von 2 g p-Dimethylamino-benzaldehyd (Merck) 
in 50 cem konzentrierter HCl und Auffiillen mit Wasser auf 100 cem] wird 
weitere 15 Minuten im kochenden Wasserbad erhitzt. Die Loésung wird 
dann unter der Wasserleitung abgekihlt und im Stufenphotometer (Filter 
§50) ausgewertet. 


Die Reaktion fallt bei dieser Ausfiihrungsart fiir Submaxil- 
larismucin anders aus als fir acetyliertes Glucosamin, Chondroi- 
tinschwefelsiure und eine Reihe hierauf untersuchter Mucoiden. 
Bei Submaxillarismucin nimmt die rotviolette Farbung nach dem 
Zusatz des Reagens im Wasserbad an Intensitat stindig zu, bleibt 
aber nach dem Abkiihlen wenigstens mehrere Stunden lang un- 
veriindert bestehen. Bei N-Acetylglucosamin, Pentaacetylglucos- 
amin und Chondroitinschwefelsiure erhalt man beim Zusatz des 


Reagens unmittelbar eine schéne Rotfarbung, die jedoch inner- 


halb 1—2 Minuten in Orangegelb umschligt. Die Lésung behilt 
diese Farbe beim Abkihlen bei. Ovo-, Cornea- und Glaskérper- 
mucoid sowie Funis- und Magenmucin geben bei Zusatz des 
Reagens entweder sofort oder nach einigen Minuten eine ganz 
schwache rétliche Farbung, die beim Abkiihlen vollstindig ver- 
schwindet, um bei erneuter Erwirmung wiederzukehren. (Diese 
Substanzen wurden in Mengen bis zu 3cg gepriift.) 

Noch in einer zweiten Hinsicht zeigt das Submaxillarismucin 
ein spezifisches Verhalten gegeniiber Ehrlichs Reagens. Im 
Gegensatz zu allen anderen genannten Substanzen gibt es nim- 
lich auch ohne Vorbehandlung mit Alkali die gleiche Farbung, 
wenn auch etwas weniger intensiv wie nach Alkalibehandlung. 


5. Beim Kochen des Submaxillarismucins auch mit sehr 
verdiinnten Alkalien oder Mineralsiuren tritt schnelle und inten- 
sive Huminbildung ein. Die Aussichten erschienen daher nicht 
groB, auf diesem Wege das gesuchte Kohlenhydrat unveriandert 


16) L. A. Elson u. W. T. J. Morgan, Biochemic. J. 27, 1824 (1933); vgl. 
auch W. T. J. Morgan u. L. A. Elson, Biochemic. J. 28, 988 (1934). 
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zu fassen. Isolierungsversuche nach enzymatischer Hydrolyse 
waren nicht erfolgreich. Weiterhin wurde versucht, durch Er. 
hitzen mit reinem Wasser unter Druck auf 115—120° eine Ab. 
spaltung der Kohlenhydratgruppen zu erreichen. Es trat aber 
auch hier intensive und schnelle Huminbildung ein. 

Wird das Mucin mehrere Stunden mit Wasser bei gewéhn- 
lichem Druck unter RiickfluB gekocht, so geht ein kleinerer Tei 
davon in Lésung, wahrend der gréBere Teil ungeldst bleibt, 
Werden die so erhaltenen Fraktionen einerseits mit der Ehrlich- 
schen, andererseits mit der Orcin—Schwefelsiurereaktion gepriift, 
so zeigt sich, daB die Ehrlich-Reaktion im léslichen Anteil 
kraftig verstirkt und im unldslichen Anteil schwicher auftritt, 
wihrend bei der Orcin—Schwefelsiurereaktion die Verdnderung 
in der entgegengesetzten Richtung geht. Dampft man den in 
wiBrige Lisung gegangenen Anteil zur Trockene und nimmt den 
Riickstand in Methanol auf, so geht nur ein Teil davon in Lésung 
und es zeigt sich, daB die Ehrlichsche Reaktion bei dem metha- 
nolléslichen Produkt noch weiter verstiirkt ist, wihrend die 
Orcin—Schwefelsiiurereaktion davon noch schwicher gegeben wird. 
Auch diese Befunde fiihren zu der Annahme des Vorhandenseins 
zweier verschiedener Kohlenhydratgruppen im Submaxillarismucin. 
Aus dem methanolléslichen Anteil lieB sich in der Tat, woriiber 
unten naher berichtet wird, ein eiweiBfreier Kohlenhydratkomplex 
erhalten, der die Ehrlich-Reaktion sehr intensiv gibt, gegen 
Orcin—Schwefelsiure aber vollstiindig reaktionslos ist. Dieser 
Kérper wird im folgenden als Kohlenhydrat I (Kh I) bezeichnet, 
wibrend der hexosehaltige Kérper die Benennung Kohlenhydrat Il 
(Kh IT) erhalt. 


Isolierung und Analyse von Kohlenhydrat I. 

Das trockene und feinpulverisierte Mucin wurde unter Riick- 
flu8 mit 8 Teilen 95°/,igem Alkohol wahrend 1 Stunde gekocht. 
Der Alkohol wurde dann abfiltriert und das Mucin mit warmem 
Alkohol nachgewaschen und gut abgepreBt. Dadurch wurden 
kleine Mengen von stirenden Farbstoffen entfernt. Danach wurde 
das Mucin in 8 Teilen Wasser unter Durchleiten von Stickstoli 
2 Stunden unter Riickflu8 gekocht. Nach Abkihlen, Zentrifugieret 
und Nachwaschen in der Zentrifuge wurden die wiBrigen Flissig- 
keiten unter Methylalkoholzusatz im Vakuum zur Trockne vel- 
dampft. Der Rickstand wurde mit dem Spatel méglichst zerteilt 
und 2mal mit je 3 Teilen Methylalkohol 15 Minuten unter Riick- 
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(uf gekocht. Die vereinigten Extrakte wurden im Vakuum zur 
Trockne eingedampft, der Riickstand in einem Teil Methanol auf- 
venommen, worauf man nochmals auf das halbe Volumen ein- 
dampfte. Bei 40g Mucin als Ausgangsmaterial erhielt man also 
90 ccm von der schlieBlichen Methanollisung. Diese wurde mit 
dem 3fachen Volumen Ather versetzt und die entstandene flockige 
Fillung (die noch EiweiBabbauprodukte enthilt), abfiltriert. Das 
Filtrat gab beim Versetzen mit 2 Volumina leicht siedendem 
Petrolither eine starke Opalescenz und setzte beim 1 tigigen 
Stehen im Kiihlraum meist sternférmig angeordnete Krystall- 
aggregate an den Wiinden und dem Boden des Glasgefiibes ab. 





bei Zusatz von noch 1—2 Volumina Petroliither und weiterem 
Stehen in der Kilte vermehrt sich die Krystallausscheidung noch 
vgl. Figur). Neben den Krystallen fiel auch eine harzige, durch- 
sichtige, oft etwas rétlich tingierte Verunreinigung aus, die an 
den Wiinden und teilweise an den Krystallen haftete. Die kry- 
stallisierte Substanz konnte nicht ohne ziemliche Verluste weiter 
gereinigt werden. Am besten bewihrte sich folgendes Verfahren: 
Durch wiederholtes Waschen mit eiskaltem Methanol lieB sich 
die harzige Verunreinigung gréBtenteils entfernen. Die Krystalle 
wurden dann etwa in der Hilfte der friiheren Menge Methanol 
gelist. Es wurde dann wie oben mit Ather und Petrolither ver- 
setzt. Von einer eventuell nach dem Atherzusatz entstandenen, 
llockigen Fallung wurde abfiltriert. Die erhaltenen Krystalle 
wurden nochmals in derselben Weise umkrystallisiert. 

oppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXL. 4 
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Die Krystallformen wechselten bei gelegentlicher Vari: tio, 
des Krystallisationsmilieus und veriinderten sich ebenso bei \ ey. 
dampfung des Lésungsmittels. Die aus Alkohol—Ather—Peiro}. 
iither erhaltenen Krystalle bildeten meist Biischel sichelférmis 
gebogener Nadeln, die sich bei Verdunstung des Liésungsmitte|s 
in rosettenférmig angeordnete ‘'afeln oder Blatter verwandeltey, 
In allen Fallen zeigten sie unter dem Mikroskop vollig einheit. 
liches Aussehen. Aus 40g Mucin wurden 3—6 cg 2mal un. 
krystallisierte Substanz erhalten. 

Durch lingeres als 2stiindiges Kochen mit Wasser ode; 
durch wiederholtes Kochen mit Wasser lieBen sich keine weiterey 
Mengen der krystallisierten Substanz herausholen, obwohl dic 
erhaltene Quantitit der letzteren nur einen Bruchteil der Gesait- 
menge der Mucinkomponente ausmacht, der die Ehrlichsche 
Reaktion gibt. Eine sichere Erklirung hierfiir kann nicht ge- 
geben werden. Es wire erstens denkbar, daB nur ein kleine 
Teil dieses Kohlenhydratkomplexes in so loser Bindung mit dem 
EiweiB vorliegt, daB es durch einfaches Kochen mit Wasser ab- 
gespalten werden kann. Zweitens wiire es méglich, daB kh | 
groBtenteils in polymerisierter, in organischen Lésungsmitteln un- 
léslicher Form vorkommt und schlieBlich wire es auch denkbar, 
daB die krystallisierte Substanz eine andere Zusammensetzung hiitte, 
als die Hauptmenge der die Ehrlichsche Reaktion gebenden 
Substanz. Gegen diese letzte Méglichkeit spricht indessen die 
Tatsache, daB die krystalline Substanz gegen Ehrlichs Reagens 
genau dasselbe spezitische Verhalten zeigt, wie das Submaxillaris- 
mucin sowie die Mucinreste, aus denen das krystallisierte Produkt 
herausgeholt worden ist. 

Die Substanz ist sehr leicht léslich in Wasser und die 
wiBrige Lésung reagiert stark sauer. Eine 0,00525 n(Mol.-Gev. 
= 382)-Lésung reagierte deutlich kongo-positiv und zeigte ein p,, 
von 2,66, einer JX = 0,42 entsprechend. Die Substanz ist ferner 
leicht léslich in Athanol und Methanol, schwer bis unléslich in 
Ather und Petroleumiither. Sie schmilzt unter Zersetzung Del 
140—150°% Sie wurde mit folgenden Reaktionen qualitatiy 


gepriift: 

Molisch — negativ, Naphthoresorcin (Tollens-Neuberg- 
Saneyoshi) — negativ, Orcin—Schwefelsiure (Tillmanns- 
Phillipi) — negativ, Biuret — negativ, Ninhydrin (nach Net- 


tralisation) — negativ. Die Substanz reduziert alkalische Kupter- 
lésung in der Warme stark. 5,86 mg gaben nach der Methode 
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von Lehmann-Maquenne-Schoorl eine Reduktion entsprechend 


34 mg Glucose. Die Ehrlich-Reaktion war sowohl direkt als 
nach Vorbehandlung mit Alkali intensiv positiv. Mit verdiinntem 
FeCl, gibt die Lésung der Substanz eine starke Gelbfiarbung. 
Beim mehrstiindigen Kochen mit 3°/, Salzsiure wird keine 
Schwefelsiure abgespalten. 

Vier verschiedene Priparate von Kh I wurden der Elementaranalyse 
unterworfen*). Von diesen sind Priiparate I ([b wurde aus den Mutter- 
laugen von Ia gewonnen), II und III in praktisch derselben Weise her- 
cestellt, wiihrend bei Priiparat [IV eine Behandlung mit Blutkohle beim 
Umkrystallisieren eingeschoben wurde. 


Tabelle 2. 














Priiparat . - : - ad 
In */o in “/o In “/o 

[ a) 44,53 6,61 4,41 
Ib) 44,08 6,55 4,37 
Ila) bei 80° getrocknet 44,70 6,14 4,12 
IIb) ,, 100° - 44,60 6,20 3,83 
77 3,69 

II] er 6,03 3.72 
44,14 ss 3,68 

IV (42,62) 6,24 4,27 
. . . . ° . . ° ° . . ° . 43,71 6,11 4,27 

Ber. fiir C,,H,NO, (M = 323). 44,58 6,55 4,33 
+» 9 CysH.2NO,9 (M = 352). 44,32 6,30 3,97 
C,,H,,NO,, (M = 382). 43,98 6,28 3,66 


Die Ubereinstimmung der verschiedenen Analysen ist, wie ersichtlich, 
nicht so gut, daB sie eine sichere Entscheidung iiber die Elementarzusammen- 
setzung zulieBe. An Priparat III wurden auch Mikroacetylbestimmungen 
nach Friedrich und Rapoport"’)] ausgefiihrt. Sie ergaben: 1. 22,9°),, 
2, 23,48°/,, 8. 23,19, 4. 22,6%, **). 

Fiir C,,H,,NO,, Ber. 2 Acetylgr. 22,5°/, 
9 Ci3Hy,NOj, 9 2 ”? 24,4 "lo 
9 CygHyoNOy » 2 5 26,6", 


Die gute Ubereinstimmung der Acetylwerte mit den fiir die Formel 
C\,H,,NO,, berechneten gibt dieser Formel einen gewissen Vorzug. An 
Priip. II wurden auch zwei Aquivalentgewichtsbestimmungen durch Titration 
ausgefiihrt. 


*) Die Elementaranalysen von den Priiparaten I—III sind von 
A. Schoeller, Berlin, ausgefiihrt, diejenigen von Priiparat IV verdanke ich 
llerrn Dr. E. Sehadendorff, Physiol.-Chem. Institut, Graz. 

') A. Friedrich u. 8. Rapoport, Biochem. Z, 201, 432 (1932). 

*) Die beiden letzten dieser Analysen sind entgegenkommenderweise 
von Herrn Dozenten Dr. A. Friedrich, Wien, ausgefiihrt worden. 
4* 
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1. 3,095 mg Subst. verbrauchten 0,80 cem 0,100 n-NaOH; Aquiv.- (ey. 
= 388. — 2. 4,950 mg Subst. verbrauchten 1,30 cem 0,100 n-NaOH; Avuiy, 
Gew. = 381. 

Auch diese Ergebnisse stehen in guter Ubereinstimmune mit 
der Zusammensetzung C,,H,,NO,,. 

Der Ausfall der Ehrlich-Reaktion, der gefundene Stickstof. 
gehalt bei fehlender Ninhydrin- und Biuretprobe, die Abwesenheit 
von einfachen Zuckerarten und Glucuronsiiure (negativer Ausfall 
der Molisch-, der Orcinschwefelsiure-*) und der Tollens-Reak- 
tion) bei starkem Reduktionsvermégen in der Wirme lassen woll| 
keinen Zweifel dariiber bestehen, daB ein Hexosaminrest in die 
Substanz eingeht. Im Einklang damit stehen auch die Resultate 
der weiter unten mitgeteilten Glucosaminbestimmungen an Sub- 
maxillarismucin. Der stark saure Charakter von KhI und die 
Gelbfarbung mit FeCl, kénnte durch die Annahme einer enolischen 
Hydroxylgruppe gedeutet werden. Das UV.-Absorptionsspektrun 
von kh I spricht indessen gegen das Vorhandensein einer Athylen- 
doppelbindung im Molekiil. Eine 0,0037 m-Lésung von Kh | 
zeigte kein Absorptionsband, sondern nur eine einfache, scharfe, 
bei etwa 2450 A beginnende Absorptionskante. 

Die bei den Acetylbestimmungen erhaltenen Werte entsprechen 
dem Vorliegen von zwei Acetylgruppen. Naheliegend ist die Ver- 
mutung, daB eine Acetylgruppe als N-Acetyl vorhanden ist. Aus- 
geschlossen erscheint nicht, dai die von der Acetylbestimmung 
angezeigte zweite Acetylgruppe keinem im Molekiil priformierten 
Essigsdurerest entspricht, sondern einer bei der Ausfiihrung der 
Bestimmung nicht durch Hydrolyse, sondern durch tiefergreifende 
Zersetzung gebildeten fliichtigen Siiure. 


Isolierung und Analyse von Kohlenhydrat II. 


Als Ausgangsmaterial dienten die beim Kochen mit Wasser 
im Laufe der Darstellung von KhI unléslich zuriickbleibenden 
Reste des Mucins. 

80 g dieses Materials wurden genau entsprechend den <An- 
gaben von Rimington?’) iiber die Herstellung der Kohlenhydrate 
aus Serumproteinen aufgearbeitet. Dabei wurde etwa 0,03 g eines 


*) Die Glucuronsiiure gibt eine positive Orcin-Schwefelsiurereaktion 
von etwa derselben Intensitit wie die der Hexosen. Daher ist neben de 
negativen Tollens- und Molisch-Proben auch die negative Orcin-Schwefel 
siiurereaktion ein Zeichen fiir die Abwesenheit von Glucuronsiure. Chon 
droitinschwefelsiure gibt als Glucuronsiureverbindung somit eine positive 
Orcin—Schwefelsiurereaktion. 
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weiten, amorphen Produktes erhalten, das leicht léslich in Wasser 
war und neutral reagierte. Die Substanz gab, wie zu erwarten 
war, weder unmittelbar noch nach vorheriger Alkalibehandlung 
Ehrlichs Reaktion. Die Biuretreaktion war negativ, die Orcin— 
Schwefelsiurereaktion positiv. Die Verhiltniszahlen der Zeitkurven 
stimmten am besten mit denen fiir Mannose iiberein. Der Zucker- 
cehalt, aus der Orcin—Schwefelsiurereaktion als Mannose berechnet, 
war 59°/,. Der Glucosamingehalt wurde (nach vorangehender 
5) stiindiger Hydrolyse mit n-Salzsiure) nach Elson und Morgan 
‘a.a. 0.) bestimmt und zu 24°/, gefunden. (Dieser Wert kann 
nur als approximativ betrachtet werden*). Die Substanzmenge 
reichte nur noch fiir eine Mikro-Kjeldahlbestimmung aus. N get. 
447°/,, ber. fir Dimannose-glucosamin 2,78°),. Wenn also der 
Kohlenhydratkomplex Dimannose—Glucosamin darstellt, so ist er 
noch von einer stickstoffreichen Beimengung begleitet. Nach 
Rimington?) haftet Histidin dem aus Serumproteinen gewonnenen 
Dimannose-glucosamin besonders fest an. Eine Beimengung von 
10°/, Histidin wiirde den oben gefundenen Stickstoffgehalt bedingen. 


Quantitative Verteilung von Kohlenhydrat I und II 
im Submaxillarismucin. 


Da das Verhalten zwischen Extinktion und Konzentration 
ir das reine Kohlenhydrat I bei der Khrlich-Reaktion fest- 
sestellt wurde, lieB sich aus den an Submaxillarismucin erhaltenen 
Extinktionswerten der Gehalt an KhI annihernd bestimmen. Die 
erhaltenen Werte bei verschiedenen Priparaten von Submaxillaris- 
mucin entsprechen einem Kh I-Gehalt von 20—27°/,. Die aus 
der Orcin—Schwefelsiurereaktion errechnete Menge an Kh II ist, 
wie oben angegeben, auf etwa 5°/, geschitzt. Glucosaminbestim- 
mungen an hydrolysiertem Submaxillarismucin nach Elson und 
Morgan ergaben einen Glucosamingehalt von 10-—12°/,. Davon 
sollten etwa 1,5°/, dem Kh ITI angehoren, die restlichen 8,5—10,5°/, 
dem Kh I. Bei einem Molekulargewicht von 382 fiir das letztere 
wiirde sich aus dem Glucosamingehalt ein Kh I-Gehalt von etwa 
19249) fiir das Submaxillarismucin errechnen, in guter Uber- 
elustimmung mit dem aus der Ehrlich-Reaktion direkt be- 
rechneten Wert. Der maximale Reduktionswert (Lehmann- 


‘) Betreffs der technischen Einzelheiten der Bestimmung sei auf die 
uachstehende Arbeit von Karlberg verwiesen. 
‘*) C. Rimington, Biochemie. J. 25, 430 (1929). 
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Maquenne-Schoorl), 16°/, als Glucosamin berechnet, steht i,j; 
den obigen Resultaten ebenfalls in gutem Hinklang. 


Bei der Durchfiihrung dieser und der folgenden Arbeit standen \|itr« 
aus Therese und Johan Anderssons-Fonds zur Verfiigung. 


Zusammenfassung. 


Das Submaxillarismucin enthilt nur sehr unbetriichtlich 
Mengen an durch Hydrolyse abspaltbarer Schwefelsiure. Mucoitin. 
schwefelsiure kommt daher als prosthetische Gruppe nicht in 
Betracht. Aus dem Submaxillarismucin konnten zwei verschiedene 
Kohlenhydrate isoliert werden, von denen das eine in krystulli- 
sierter Form erhalten wurde. Dieses Kohlenhydrat, das anscheinend 
zu etwa 20—25°/, in das Mucin eingeht, enthilt als Bausteine 
1. Hexosamin, 2. eine saure Gruppierung, deren Art noch nicht 
festgestellt werden konnte, die aber keine Hexuronsiure ist uni 
3. zwei Acetylgruppen (pro Mol. Hexosamin). Die Substanz gibt 
im Gegensatz zu einer Reihe hierauf untersuchter Glucoproteide 
auch ohne Vorbehandlung mit Alkali eine starke rote Fiarbung 
mit dem p-Dimethyl-amino-benzaldehyd-Reagens von Ehrlich. — 
Das zweite Kohlenhydrat ist ein neutraler Koérper und enthiilt 
auf zwei Molekiile Hexose (wahrscheinlich Mannose) ein Molekiil 
Hexosamin. Es gehért folglich dem gleichen Typus an, wie dic 
von Levene und Mori aus Eiereiweif und von Rimington aus 
Serumprotein erhaltenen Kohlenhydrate. Es ist in einer Menge 
von etwa 5°/, im Submaxillarismucin vorhanden. 
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Untersuchungen iiber die Kohlenhydratgruppen 
einiger Glucoproteide. 


Von 


Olof Karlberg. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitit Uppsala.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Mirz 1936.) 


Im folgenden werden einige Untersuchungen mitgeteilt, bei 
denen im AnschluB an die vorstehende Arbeit von Blix!) iiber 
Submaxillarismucin gesucht wurde, AufschluB iiber die Kohlen- 
hydratgruppen einiger weiterer Glucoproteide zu erhalten. Ks 
wurden die folgenden Substanzen untersucht: Funismucin, Cor- 
neamucoid und Glaskérpermucoid. 


Darstellung der Substanzen. 


Nabelstrangmucin. Nabelstringe wurden von Blut méglichst be- 
freit, dann zerhackt und im Kiihlraum mehrmals je 24 Stunden extrahiert. 
Die ersten, noch stark blutig gefiirbten Extrakte wurden verworfen, aus 
den anderen wurde mit Essigsiiure das Mucin ausgefallt, das sich dabei als 
ziiher, fest an dem zum Umriihren benutzten Glasstab anhaftender Klumpen 
ausschied. Dieser wurde mit Wasser iibergossen, dann wurde unter Um- 
riihren K,CO,-Lésung eingetragen, bis eben Liésung eingetreten war. Dann 
wurde noch 2mal mit Essigsiiure umgefiillt. 

Glaskérpermucoid. Glaskérper von Rindern wurden nach Ver- 
diinnen mit Wasser (Mérner?) mit Essigsiiure gefillt und wie oben be- 
schrieben 2mal umgefillt. Bei den Umfillungen schied sich das Mucin 
gleichfalls als ziiher Klumpen aus. 

Corneamucoid. Die Darstellung erfolgte [ebenfalls nach Mérner’)| 
durch Extraktion mit Wasser, Fallung und Umfiillung mit [ssigséiure. 

Siimtliche Glucoproteide wurden nach der letzten Umfillung in der 
Zentrifuge mit Wasser gewaschen, dann mit Alkohol und Ather behandelt 
und im Vakuum getrocknet. 

An den so erhaltenen Substanzen wurden die folgenden Bestimmungen 
ausgefiihrt: 1. Gehalt an hydrolytisch abspaltbarer H,SO,; 2. Kohlen- 
hydratgehalt nach der Orcin-Schwefelsiiuremethode von Serensen und 
Haugaard‘); 3. Glucosaminbestimmung nach Elson und Morgan’); 
!, Neduktionswert nach Hydrolyse. 
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Methodisches. 


Die Bestimmung der abspaltbaren Schwefelsiure erfolgte wie be; 
Blix (a.a.O.). Bei den Untersuchungen mit der Orcin—Schwefelsiiire 
methode wurden die Vorschriften von Serensen und Haugaard genay 
befolgt. Bei Versuchen mit reinen Hexosen wurde befriedigende U her. 
einstimmung mit den von diesen Autoren angegebenen Werten erzielt. 
Die Glucosaminbestimmung wurde in folgender Weise ausgefiihrt. Die 
Substanzen wurden (in einer Menge von etwa 5 eg) in fest verschlossenen 
Kélbchen mit 10 cem n-Salzsiiure solange im kochenden Wasserbad er. 
hitzt, bis fortgesetzte Erwirmung keine Zunahme der erhaltenen Werte 
mehr herbeifiihrte, was stets innerhalb 12 Stunden erreicht wurde. Das 
Hydrolysat wurde in der Winkelzentrifuge zentrifagiert und der Bodensatz 
2mal mit je 2cem Wasser in der Zentrifuge gewaschen. Hydrolysat und 
Waschwiisser wurden mit 4n-Natronlauge genau neutralisiert und auf 
20 cem aufgefillt. Hiervon wurden 2 ccm mit 2 ecm Acetylacetonlésung 
nach Elson und Morgan versetzt. Die Mischung wurde in geschlossenen 
Réhren 20 Minuten im kochenden Wasserbad erwiirmt, danach gekiihlt 
und mit 20 cem Alkohol und 2cem nach Elson und Morgan bereiteten 
Ehrlichs Reagens versetzt. Nach 1 Stunde wurde die Lichtabsorption 
im Stufenphotometer (Zeiss) bestimmt. Die gefirbte Reaktionslésung zeigt 
ein intensives Absorptionsband im Griin. Bei Verwendung von Licht- 
filter 853 macht sich deshalb die Kigenabsorption des schwach briiun- 
lichen Hydrolysats praktisch nicht geltend. Die Extinktionswerte von 
reinen Glucosaminlésungen bekannter Konzertration wurden zuerst_ be- 
stimmt. Doppelanalysen nach diesem Verfahren stimmten befriedigend 
iiberein. 

Die Reduktion nach Hydrolyse wurde nach Lehmann-Maquenne- 
Schoorl®) bestimmt. Maximale Reduktionswerte wurden immer nach 
1stiindiger Hydrolyse mit n-Salzsiure im geschlossenen Kélbchen bei 
Wasserbadtemperatur erhalten. 

Die Resultate sind in Tab. I zusammengestellt. 


Tab. I. 





M «la . o oenae Hydrolytisch 
Mannose“ | Glucosamin tions- fia 
ay 5 ae *) | 2bSpaltbarer 5 
in ? in ° wert *) A 
lo lo tha in 
in °/, lo 

Nabelstrangmucin. . 5,3 5,1 12,6 0,24 
Corneamucoid .. . 8,0 7,7 14,5 0,30 
Glaskérpermucoid. . 6,2 6,1 15,6 0,05 
Submaxillarismucin . 3,5 9—11 16,0 0,04—0,06 
Ovomucoid. .... 10,2 13,5 : 














Besprechung der Resultate. 
Die Menge der hydrolytisch abgespaltenen Schwefelsiiure ist, 
wie ersichtlich, durchgehend gering. Dem héchsten der gefundenen 


*) Als Glucosamin oder Glucose berechnet. 
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Werte sollte, wenn der Schwefel als Mucoitinschwefelsiure 
yorlige, ein Reduktionswert von etwa 3,7°/, (als Glucose oder 
Glucosamin berechnet) und ein Glucosamingehalt von etwa 1,8°/, 
entsprechen. Die tatsiichlich gefundenen Werte iibersteigen diese 
Zahlen, wie aus der Tabelle hervorgeht, um ein Vielfaches. 
Daraus geht klar hervor, daB Mucoitinschwefelsiiure héchstens 
einen kleinen Anteil der Kohlenhydrate dieser Glucoproteide aus- 
machen kann*). 

Die bei der Orcin—Schwefelsiurereaktion gefundenen Ver- 
hiltniszahlkurven (Sorensen und Haugaard) sowie diejenigen 
fiir Mannose, Glucose, Ga- 4 


x 


laktose und Glucuronsiure 9 a 
sind in der Figur wieder- Taal | 
gegeben. Wie ersichtlich, ono ase: 
stimmen die Glucoproteid- 
kurven mit keiner Kurve der 
genannten Monosaccharide 
oder der Glucuronsiure 
iiberein. Der Verlauf der 
Glucoproteidkurven spricht 
in allen Fallen fiir das Vor- 
handensein von Mannose, 
jedoch wahrscheinlich ver- 
gesellschaftet mit einer 
oder mehreren von den 
anderen Zuckerarten oder Glucuronsiure. Es scheint uns hier 
nicht méglich zu sein, aus den Verhiltniszahlkurven nihere 
Schliisse auf die Art und relative Menge der von der Orcin— 
Schwefelsiurereaktion indizierten Kohlenhydrate zu ziehen, wie 
es Sorensen und Haugaard versucht haben. Bei Verwendung 
des Filter S53 und 30 Minuten Erwirmungszeit sind die Unter- 
schiede in den Extinktionswerten fiir Glucose, Mannose und 
Galaktose verhiltnismiBig gering, wobei die Werte fiir Mannose 
zwischen denen fiir die beiden anderen Zucker legen, Die 
unter den angegebenen Bedingungen erhaltenen Extinktionswerte 
haben wir daher fiir die quantitative Auswertung benutzt und als 









Galactose. 


Glucuronsevre. 





Sub mer- meen 





ee Foms - mucn. 
Cornea -mucord. 


@eeeeeeeece Clashorper -~macoid 











20 SO Min. 


*) An einem aus Schweinemagen hergestellten Magenmucinpriparat, 
das, wie die elektrometrische Titrierungskurve zeigte, sicher sehr un- 
einheitlich war, wurden auch einige Bestimmungen ausgefiihrt. Die Menge 
der abspaltbaren Schwefelsiure wurde zu 0,04°/, bestimmt, der gefundene 
Keduktionswert war 10,5°/,. 
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Mannose berechnet. Wenn, wie es nicht unwahrscheinlich js. 
die Kohlenhydratkomponente dieser Glucoproteide als Dihexose. 
glucosamin vorliegt, so muf Glucosamin auch in einer zweitey 
Verbindung vorhanden sein. Wir haben also mit der Méglich. 
keit zu rechnen, daB auch in diesen Substanzen wie im Sub. 
maxillarismucin zwei Kohlenhydratkomplexe vorkommen. Hine 
gewisse Stiitze fiir diese Annahme bilden auch einige Analyser 
an Ovomucoid, die gleichfalls in Tab. I aufgefiihrt sind. Wir 
fanden mit der Orcin-H,SO,-Reaktion in Ovomucoid, wie er. 
sichtlich, 10,2°/, ,Mannose“ [in naher Ubereinstimmung mit dew 
von Serensen’) gefundenen Wert von 9,5°/,]. Levene uni 
Mori’) haben nun aus Ovomucoid ein Polysaccharid isoliert, das 
auf 2 Mol Mannose 1 Mol Glucosamin enthilt. Da nun hier13,5°) 
Glucosamin in Ovomucoid gefunden wurden, so muB ein Teil dieses 
Glucosamins noch in anderer Bindung vorliegen, als in dem er- 
wiihnten Polysaccharid. Die T'atsache, da8 das Verhiltnis ,,Man- 
nose“: Glucosamin in Funismucin, Cornea- und Glaskérpermucoid 
sehr nahe gleich eins gefunden wurde, legt andererseits die An- 
nahme nahe, dab diese Glucoproteide nur eine Kohlenhydrat- 
eruppe enthalten, die 1 Mol Hexose auf 1 Mol Glucosamin enthiilt. 


Zusammenfassung. 


In Funismucin, Corneamucoid und Glaskérpermucoid wurden 
nur unbedeutende Mengen von abspaltbarer Schwefelsiiure ge- 
funden. Mucoitinschwefelsiiure kann daher héchstens einen kleinen 
Anteil der Kohlenhydratkomponente dieser Glucoproteide  aus- 
machen. Der Hexosegehalt dieser Substanzen wurde mit der 
Orcin-Schwefelsiurereaktion, der Glucosamingehalt nach de! 
Methode von Elson und Morgan bestimmt. Dabei wurden 
Hexose und Glucosamin in einem molekularen Verhiltnis you 


nahezu 1:1 gefunden. Die erhaltenen Ergebnisse werden kur? 
diskutiert. 
Literatur. 
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Uber die oxydative Desaminierung von Aminosiuren. 


Von 


M. Neber (Basel). 


(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitit Basel.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. April 1936.) 


Sowohl der Aufbau als der Abbau der Aminosiiuren geht 
im Tierkérper iiber die Ketosiiure als Zwischenstufe. In neuerer 
Zeit konnte dies H. A. Krebs‘) bestiitigen. Er zeigte, daf der 
iiberlebende Organschnitt eine Reihe von Aminosiiuren durch 
oxydative Desaminierung in die entsprechenden Ketosiiuren ver- 
wandelt, die er in mehreren Fillen als Dinitrophenylhydrazone 
isolierte. DaB auch fiir den Aufbau der Aminosiiuren die Keto- 
siuren Zwischenstufen sind, konnte M. Neber’) am Beispiel des 
Alanins bestiitigen. Der iiberlebende Leberschnitt ist in der Lage, 
Brenztraubensiiure bei Gegenwart von Ammoniak in Alanin iiber- 
zufiihren. Die Oxysiiuren kommen als Zwischenprodukte nicht 
in Frage. Sie miissen erst in die Ketosiiuren iibergefiihrt werden, 
um zur Aminosiiuresynthese befihigt zu sein. 

Als Ort des Aminosiiureabbaus wurde bis vor einigen Jahren 
die Leber betrachtet, bis Krebs in der bereits angefiihrten Arbeit 
die Niere als Aminosiuren stark oxydativ abbauendes Organ er- 
kannte. Die Leber zeigte eine viel geringere Abbaufihigkeit. 
Infolge der GréBe der Leber ist diese aber trotzdem schon aus 
diesem Grund als wichtiges Organ in dieser Hinsicht zu betrachten. 
Vergleicht man nun die oxydative Desaminierung von Alanin mit 
gleichen Gewichtsmengen von Leber und Niere, wie im Versuchs- 
teil des niiheren ausgefiihrt ist — Versuchsobjekte waren iiber- 
lebende Organschnitte — so ergibt sich, daB der Abbau in der 
Leber und in der Niere durchaus von derselben GréBenordnung 
ist, wie sich am Auftreten von Ammoniak in der Niere und 
Ammoniak bzw. Harnstoff in der Leber und auch aus dem Ver- 
schwinden von Aminosiiure feststellen libt. 


') Diese Z. 217, 191 (1933); 218, 157 (1933): Biochemie. J. 29, 1620 (1935). 
2) Diese Z. 234, 83 (1935). 
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Nun existiert aber noch ein weiteres, Aminosiiuren abbauen des 
Organ, die Darmschleimhaut. Behandelt man Aminosiuren mit 
Darmschleimhaut in Sauerstofiatmosphire, so tritt auch hier, weny 
auch weniger als in der Leber und Niere, Ammoniak auf und 
Aminosiure verschwindet. Auch hier handelt es sich um eine oxyda- 
tive Desaminierung. In einigen Fallen wurden die entstandeney 
Ketosiuren als Dinitrophenylhydrazone identifiziert. DaB die 
Darmwand zur oxydativen Desaminierung befihigt ist, konnten 
E. 8. London u. Mitarb.’) bereits am Beispiel des Alanins durch 
ihre Versuche an angiostomierten Hunden zeigen, ja sie spreclien 
sogar die Darmwand als Hauptorgan des Aminosiureabbaus an. An 
leichtesten waren die einfacheren Aminosiiuren wie Alanin, Phenyl- 
alanin, Valin, e-Aminobuttersiure abzubauen. Nur die einfachste 
Aminosiure, Glykokoll, widersteht merkwiirdigerweise diesem Ab- 
bau, was mit der besonderen Funktion dieser Aminosiiure im Orga- 
nismus zusammenhingen diirfte. Ahnliches gilt fiir die Leber und 
die Niere [vgl. dazu auch mehrere Arbeiten von Bernheim?) 
Borsook’) und Kisch‘)]}. All dies diirfte wohl den SchluB zulassen, 
daB es sich in der Leber, Niere und Darmschleimhaut um das- 
selbe Ferment handelt, auch im Hinblick auf das spiter noch zu 
besprechende Verhalten der optisch aktiven Komponenten der 
Aminosiiuren. Ein Unterschied zwischen den drei Organen diirfte 
darin bestehen, daB der weitere Abbau der Ketosiiuren in der 
Darmwand nicht stattzufinden scheint, zumindest nicht in der 
isolierten Darmschleimhaut. Denn waihrend mit iiberlebenden 
Leber- und Nierenschnitten keine oder nahezu keine Ketosiiure 
aus der Versuchsfliissigkeit isoliert werden kann, da diese sofort 
weiter abgebaut wird und erst bei Vergiftung mit arseniger Siure 
diese nachgewiesen werden kann, tritt im Gegensatz dazu in der 
Darmschleimhaut sowohl mit als ohne arseniger Siure die gleiche 
oder nahezu die gleiche Menge Ketosiure auf. 


Nach den vorliegenden Versuchen diirfte als wichtigstes des- 
aminierendes Organ die Leber gelten, dann folgt die Niere und 
schlieBlich die Darmschleimhaut. Wohl ist fiir Untersuchungen 
der oxydativen Desaminierung die Niere am geeignetsten, da sie 
im Durchschnitt am intensivsten abbaut und den oxydativen Ab- 
bau in reinerer Form zeigt als die Leber, bei der Komplikationen 


) Diese Z. 227, 223 (1934). 
*) J. of Biol. Chem. 106, 79 (1934); 107, 275 (1934); 109, 131 (1959). 
) J. of Biol. Chem. 110, 495 (1935). *) Biochem. Z. 280, 41 (1959). 
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durch Harnstoffbildung usw. hinzukommen. Es ist bei Unter- 
suchungen an itiberlebenden Leberschnitten nicht angiingig, als 
Mab des Aminosiureabbaus die Ammoniakbildung zu messen, 
wie solches schon geschehen ist, sondern es ist unbedingt ndtig, 
Ammoniak und Harnstoff mitsammen zu bestimmen, da das aus 
der Aminoséure entstandene Ammoniak sehr schnell in Harnstoff 
iibergefiihrt wird und nur bei groBen Mengen auftretenden Am- 
moniaks zum geringen Teil als solches noch vorhanden ist. Nur 
bei Vergiftung mit arseniger Siiure wird kein Harnstoff gebildet. 

Der von Krebs erstmals angenommene stiirkere Abbau der 
nichtnatiirichen Komponente einer Aminosiiure gegeniiber der 
natiirlichen Komponente besteht zu Recht und wird bestiitigt. Es 
ist dies aber keine Besonderheit der Niere, vielmehr gilt dasselbe 
ebenso fiir die Leber und die Darmschleimhaut, wie am Beispiel 
der beiden optischen Komponenten von Phenylalanin und Valin 
sezeigt wird. Diesen merkwiirdigen Befund kénnte man so erkliren, 
daB der Organismus danach trachtet, die kérperfremden Amino- 
siiuren in kérpereigene Stoffe itiberzufiihren. Diese Annahme fiihrt 
aber zu einem schwerwiegenden Einwand. Nach Fiitterungs- 
versuchen mit racemischen Aminosiiuren (solche Untersuchungen 
sind vielfach beschrieben) scheidet sich mindestens zum ‘Teil die 
nichtnatiirliche Komponente im Harn aus. Es ergibt sich also 
ein groBer Widerspruch zwischen Fiitterungsversuchen und Ver- 
suchen an isolierten Organen. In diesem Zusammenhang haben 
Abderhalden und Tetzner?) in neuester Zeit solche Fiitterungs- 
versuche mit racemischem Alanin wiederholt und die nichtnatiir- 
liche Alaninkomponente im Harn aufgefunden. Die Aufklirung 
dieser Diskrepanz zwischen Fiitterungsversuchen und Versuchen 
an isolierten Organen diirfte noch zu wichtigen Schlubfolgerungen 
fihren. Es hat den Anschein, als ob bei der oxydativen Des- 
aminierung von Aminosiuren an isolierten Organen Fermente in 
Tiitigkeit sind, deren Aktivitit im ganzen Organismus durch irgend- 
welchen Mechanismus, der in den Aminosiureauf- und -abbau 
elngreift, reguliert wird. 

SchlieBlich konnte auch ein geringer Abbau von nichtnatiir- 
lichem Histidin in der Niere festgestellt werden, nachdem alle 
Versuche zum Nachweis einer oxydativen Desaminierung von natiir- 
lichem Histidin (dieses wird nur durch die von Edlbacher in 
der Leber aufgefundenen Histidase in groBen Mengen abgebaut) 


1) Diese Z. 232, 79 (1935). 
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erfolglos waren, wie schon Edlbacher und Neber!?) zeigten. Jeden. 
falls ist damit eine Erklirungsméglichkeit dafiir gegeben, daB auch 
nichtnatiirliches Histidin im Organismus Abbau erleiden kann. 

Auch Tryptophan wird in der Niere in geringem MaBe oxy. 
dativ desaminiert. Der Abbau wurde sichergestellt durch den 
Nachweis des auftretenden Ammoniaks und durch die Farbreaktioy 
auf Indolessigsiiure. Damit ist ein Abbauweg und ein Abbauor 
erkannt, der vom Tryptophan zur Indolessigsiure fiihrt (Hetero. 
auxin), die ja bekanntlich von F. Kégl und Mitarbeitern”) aus 
dem Harn isoliert wurde. 

Beim Abbau von Alanin in der Leber tritt bei Vergiftung 
mit arseniger Séiure weniger Ammoniak bzw. Harnstoff auf als in 
der nichtvergifteten Zelle. Damit steht in Ubereinstimmung cin 
geringerer Aminosiiureschwund. Der Aminosiiureabbau wird also 
durch arsenige Saiure teilweise gehemmt. Die Werte des aui- 
tretenden Ammoniak- bzw. Harnstoff-N und des verschwindenden 
Aminosiure-N stimmen aber bei Vergiftung besser iiberein als ohne 
Vergiftung, in welch letzterem Fall mehr Aminosiure zu _ver- 
schwinden scheint, als Ammoniak bzw. Harnstoff auftritt. Es wird 
also scheinbar der aus Alanin stammende Ammoniak-N noch fiir 
eine andere Reaktion verbraucht. Die naheliegendste Annahme 
ist die, daB es sich hierbei um eine Purinsynthese handelt, wie 
eine solche von Schuler und Reindel*) im Vogelorganismus vor 
kurzem bewiesen wurde. Die Purinsynthese miiBte also durch 


arsenige Siure gehemmt werden. In der Niere tritt vielfach bei. 


Vergiftung mit arseniger Siiure sogar mehr Ammoniak auf als 
ohne Vergiftung. Die Ursache dafiir ist noch unbekannt. 

Diese zuletzt erwihnten, zum Teil noch unklaren und un- 
durchsichtigen Resultate konnten nicht weiter verfolgt werden, da 
die Arbeit aus auBeren Griinden abgebrochen werden muBte. 


Versuchsteil. 
Methodik. 

Die Versuche wurden im wesentlichen in der bereits friiher beschiric 
benen Art (vgl. 8.59, Anm. 2) durchgefiihrt. Die neutralisierten Amino- 
siiuren wurden in der entsprechenden Menge Bicarbonatpuffer gelést, dic 
betretftenden Organe zugegeben (Leber und Niere als Schnitte, Diinndarn- 
schleimhaut als Ganzes) und in einer Sauerstoffatmosphire mit 5°/, Kohien- 
siiure 4 Stunden im Thermostaten bei 38° geschiittelt. Die fiir die As,0; 
Versuche angewandte As,O,-Konzentration war m/1000. Fiir die ersten Ver 


') Diese Z. 224, 261 (1934). *) Diese Z. 228, 90 (1934). 
} Diese Z. 234, 63 (1935); Klin. Wsehr. 14, 1238 (1935). 
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suche mit Diinndarmschleimhaut wurde der ganze, in kleine Stiickechen ge- 
schnittene Diinndarm von Meerschweinchen, spiiter nur mehr die Diinn- 
darmschleimhaut allein verwendet. Der Diinndarm wurde aufgeschlitzt, 
sewaschen und die Diinndarmschleimhaut in iiblicher Weise abgeschabt und 


als solehe in die Versuchslésung gegeben. Versuchstiere waren in diesem 


Falle Katzen, die einen Tag gehungert hatten, um geleerten und reinen 
Darm zu bekommen. Fiir die anderen Versuche wurden Meerschweinchen 
verwendet. 

Zur Bestimmung des Ammoniaks wurde mit Trichloressigsiiure enteiweibt 
icem 30°/,ige Trichloressigsiiure pro 10 cem Versuchslésung) und in einem 
aliquoten Teil Ammoniak nach Folin bestimmt. Fiir die Harnstottbestim- 
mung wurde ein aliquoter Teil der von den Schnitten befreiten Lésung der 
Ureasespaltung unterworfen und das entstandene Ammoniak wiederum nach 
Folin bestimmt. Diese Bestimmung ergibt die Menge entstandenen Am- 
moniak- plus Harnstoff-N. Aminostickstoff wurde nach van Slyke in der 
enteiweibten Liésung bestimmt. Bei den Darmschleimhautversuchen sind die 
van Slykewerte nur von bedingtem Wert, da die Leerkontrollen stark 
schwanken und im Verhiiltnis zum verschwundenen Aminostickstofi schon 
crob sind. Die in den Tabellen angegebenen Zahlen beziehen sich auf 
den Umsatz von je 1g Organ in 10 ccm Bicarbonatputter. Die Leerwerte 
sind bereits mit beriicksichtigt. 

Fiir die Harnstoffbestimmung mit Urease bei Gegenwart von arseniger 
Siure mubte zuniichst festgestellt werden, ob diese die Ureasespaltung stort. 
Dies war nicht der Fall. Beispiel: 


4cem einer m/50-Harnstoftlsg. der Ureasespaltung unterworfen, ge- 
funden: 2,18 mg Harnstofi-N; 4 cem derselben Harnstottlésung bei Gegen- 
wart von 0,1 cem m/20-As,O, der Ureasespaltung unterworfen, gefunden: 
2.17 mg Harnstoff-N. 


Zur Isolierung der Ketosiiuren als Dinitrophenylhydrazone wurde das 
mit 'Trichloressigsiiure enteiweibte Filtrat mit einer bei Zimmertemperatur 
gesiittigten Lésung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 2n-HCl versetzt. Nach 
einigen Stunden Stehen im Eisschrank wurden die auskrystallisierten Hydr- 
azone abfiltriert. 

Die Konzentration der verwendeten Aminosiiurelésungen war meistens 
m20, also ein groBer Uberschu8, wodurch optimales Spaltungsvermégen 
der Organe erzielt wurde. In den Fiillen, wo in den Tabellen nur der 
Name der Aminosiuren angegeben ist, handelt es sich um die Racemform. 
Die Kennzeichnung der optischen Formen geschah nach der jetzt iiblichen 
Nomenklatur. 

Als gut abbaufiihige Aminosiiure wurde vor allem Alanin untersucht. 
Es entstehen betrichtliche Mengen Ammoniak bzw. Harnstoff (vgl. Tab. 1). 
In der Leber entsteht aus dem intermediiir durch Desaminierung gebildeten 
Ammoniak Harnstoff, und nur bei Vergiftung mit m/1000-arseniger Siure tritt 
tatsiichlich mehr oder weniger Ammoniak auf, da hierbei die Harnstoff- 
bildung aus dem Ammoniak gest6rt ist. In der mit arseniger Siure 
vergifteten Zelle tritt aber nicht die ganze Menge Ammoniak auf, die der 
Menge Harnstoff in der unvergifteten Zelle entsprechen sollte. Es entsteht 
die rage, ob es sich hier um einen geringeren Abbau der Aminosiiuren 
oder um ein Verschwinden von Ammoniak handelt (vgl. spiter). In der 











; 
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Tabelle 1. 


Vergleich des Abbaus von Alanin in Leber und Niere 
(mit und ohne arseniger Siure). 








Abbau ohne As,O,} Abbau mit As,0, 
geb. | geb. geb. geb, 
NH;-N_ Harnst.-N| NH,-N | Harnst.-\ 
m/10-Alanin + Leberschnitte 0,03 1,69 0,37 | 0,10 
desgl. 0,11 1,68 0,76 | 0,02 
desgl. 0,37 0,75 0,84 | 0,00 
m/10-Alanin + Nierenschnitte 0,87 1,71 | 
desgl. 1,30 | 
desgl. 1,82 | 
m/20-Alanin + Leberschnitte 0,00 1,35 0,31 | —0,04 
m/20-Alanin + Nierenschnitte 0,65 1,71 | 





Niere entsteht direkt Ammoniak, dessen Menge in manchen Fiillen wie in 
den gerade gebrachten Beispielen bei Gegenwart von arseniger Siure viel: 
fach sogar noch stark erhéht wird. Jedenfalls zeigt sich beim Vergleich 
der Abbaufihigkeit von Leber und Niere, da’ beide Organe grében- 
ordnungsmiBig gleich stark abbauen. Betrachtet man die giinstigsten Be- 
dingungen fiir die Ammoniak- bzw. Harnstoffbildung (Harnstoffbildung in 
der Leber ohne arsenige Siiure, in der Niere Ammoniakbildung mit arseniger 
Siiure), so verhalten sich beide Organe gleich. Weitere Beispiele in dieser 
Hinsicht ergeben sich aus den spiiteren Tabellen. 


Tabelle 2. 


Abbau einiger Aminosiuren mit Diinndarmschleimhaut. 




















Entst. Entst. 

NH.-N NH,-N 
Glykokoll. .... 0,00 Aminobuttersiéure (+ 0,5 g 
Pe 0,60 Diinndarmschleimhaut) 
Phenylalanin .. . 0,26 25’ geschiittelt bei 38° 0,07 
l(—)-Serin .... 0,14 4 Std. bei Zimmertemp. 0,12 
«-Aminobuttersiiure 1,21 4 Std. bei 38° geschiittelt 0,45 
1(+)-Glutaminsiiure 0,00 


Die Tabelle zeigt, daB die einfacheren Aminosiiuren, mit Ausnahme 
von Glykokoll am leichtesten abgebaut werden. Arginin, Ornithin, Histidin, 
Tryptophan und Prolin zeigen keinen oder nur verschwindend geringet 
Abbau. 

Sowohl mit verriebener Diinndarmschleimhaut als auch bei Vergiftung 
mit arseniger Siure erfolgt Abbau, in Stickstoffatmosphiire nicht. 
Knzym wirkt also oxydativ desaminierend (vgl. Tab. 3). 


Das 
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Tabelle 3. 


Abbau von Alanin mit Diinndarmschleimhaut unter verschiedenen 
Bedingungen. (Zugesetzter NH,-N 6,86 mg etwa m/20-Alanin.) 
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AsO, §& Entst. gefundener| schwundener 
| ) NH;-N | NH,-N __NH,-N_ 
ze ?. . en A OD a A NNT 
wrnet.-N ae Alanin + Diinndarmschleimhaut in O, 0,62 6,16. 0,70 
—().10 | Alanin + verriebene Diinndarm- 
0.09 schleimhaut in O,...... 0,86 5,94 0,92 
0,00 - Alanin + Diinndarmschleimhaut in N, — 0,04 6,82 0,04 
Alanin + Diinndarmschleimhaut bei 
Gegenwart von As,O, in O, .. . 0,55 5,93 0,93 
| Tabelle 4. 
— 0,04 Abbau einiger Aminosiiuren in Diinndarmschleimhaut mit und ohne As,0,. 
Entst. NH, -N Isolierte mg _Hydrazon 
wie in & ohne As,0O, | mit As,O, viii As0, mit As,O, 
bg viel: ; - pre n — SATS oe a i. SD 
ergleich J Phenylalanin. . . 026: «6|—Cl(O81 
griBen- M \(—)-Serin. ... 0,12 0,09 
ten Be. # $Aminobuttersiiure. 0,94 0,98 8,7 9,7 
lung in M® Valin. ..... 0,19 | 0,19 3,8 4,7 
seniger 
dieser Durch die Gegenwart von arseniger Siure wird die Ammoniakbildung 
_ nicht verindert. Im Gegensatz zur Leber und Niere la8t sich mit der 
Diinndarmschleimhaut bereits ohne Vergiftung mit arseniger Siure die 
Ketosiiure isolieren, deren Menge durch Vergiftung des Organs nicht 
wesentlich erhéht wird. (Die Ketosiiuren wurden aus den verdiinnten 
_  Losungen unter denselben Bedingungen isoliert.) 
nts. Tabelle 5. 
H,- |  Identifizierung einiger durch Desaminierung in der Darmschleimhaut ge- 
wonnenen Ketosiuren als Dinitrophenylhydrazone (aus 10 cem m/20-Amino- 
siiure mit 2 g Diinndarmschleimhaut). 
a Schmelzpunkt | Zum Vergleich 
gn } , des Hydrazons | Schmelzpunkt 
sad Isolierte mg mit Diinndarm-| des Hydrazons 
Hydrazon schleimhaut mit Niere 
gewonnen gewonnen 
nahme . 
stidin, Phenylalanin ee 185 188 
oo; in” ere fs 7,0 187 (roh) 195 
Aminobuttersiiure . . 29,2 199 199 |, 
" ME 6 es 21,0 213 214 | °) 
iftung aoe : : 
Da = “) Die entsprechenden Hydrazone aus Diinndarmschleimhaut und Niere 


ergaben bei Anstellung der Mischschmelzpunktsprobe keine Depression. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXL. 5 
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Tabelle 6. 


Vergleich des Alaninabbaus von Leber, Niere und Diinndarmschleimhayt. 





(Organe derselben Katze, zugegebener NH,-N 17,1 mg etwa m/20-Alanin, 


eee 





Entstandener NH,-N 


Wiedergefundener NH,-\ 





ohne As,O,/ mit As,O, 





Alanin + Leberschnitte 0,65 








1,77 
Alanin + Nierenschnitte 1,46 1,77 
Alanin + Diinndarm- 

schleimhaut. .... 0,52 0,52 


Tabelle 7. 





ohne As,0, | mit As,0, 


- 


d,1 4,8 


etwa 6,2 etwa 6,1 


Abbau optisch aktiver Aminosiuren in der Niere. 
p 








Entstandener NH,-N 





Verschwundener NH,-N 





re 














1(—)-Phenylalanin . 0,26 0,30 
d(+)-Phenylalanin . 1,38 0,88 
1(+)-Valin .... 0,00 0,06 
d(—)-Valin .... 0,15 0,68 


ponente einer Aminosiure. 


Tabelie 8. 


127 | 0,88 
004 ~~ 0,10 
0,20 | 0,81 


Die Tabelle bestitigt den stiirkeren Abbau der in der Natur nicht 
auftretenden d-Komponente gegeniiber dem Abbau der natiirlichen |-Kom- 


Abbau optisch aktiver Aminosiuren in Leber und Diinndarmschleimhaut. 


(Organe derselben Katze. Doppelbestimmungen.) 


























Entst. NH,—N . . Entst. NH,-N 

in Diinndarm- Entst. NH,-N a Harnstoff-N 

schleimhaut in Leber in Leber 
1(—)-Phenylalanin 0,04 0,06 —0,02 | 0,00 0,00 — 0,0: 
d(+)-Phenylalanin 0,13 0,12 0,00 | 0,00 0,36 0,42 
1(+)-Valin. .. . | 0,01 0,00 | 0,00 | —0,03 | —0,05 
d(—)-Valin. ... 0,28 | 0,20 0,05 | 0,03 0,90 1,08 


Tabelle 9. 


Abbau optisch aktiver Aminosiuren in Diinndarmschleimhaut 
mit und ohne arseniger Siure. 








Entstandener NH,—N 








ohne As,O, | mit As,O, 











l(—)-Phenylalanin ... . 0,13 
d(+)-Phenylalanin ... . 0,28 
d(—)-Valin. ... 2... ; 0,16 


0,11 
0,28 
0,12 








‘imhaut, 


Alanin,) 


39 
83 
10 
81 


r nicht 


1-Kom- 
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Auch in Leber und Diinndarmschleimhaut wird die nicht natiirliche 
Komponente stirker abgebaut. Die nahezu verschwindende Desaminierung 
der natiirlichen Komponenten steht in Ubereinstimmung mit der von 
anderen Autoren beobachteten geringen oder verschwindenden Atmungs- 
steigerung (vgl. Tab. 8). 

Durch die Gegenwart von arseniger Siure wird der Abbau im Diinn- 
darm nicht beeinfluBt. 

Friiher wurde erwiihnt, daf beim Abbau von Alanin in der Leber 
bei Gegenwart von arseniger Sdéure (Harnstoffbildung verhindert) weniger 
NH,-N als ohne Vergiftung NH,- plus Harnstoff-N auftritt. Diese Frage 





























wird im folgenden untersucht. Beispiel: 
NH, - +- eae , ‘ 
stoff-N NH,-N 
ohne | mit ohne | mit 
As,O, | As,O, As,05 | As,Os 
Alanin + Racibeneaiie 1,61 | 0,83 3,01 | 4,06 
Leberschnitte allein 0,76 | 0,36 1,10 | 0,88 
Gefundener NH,-N . Noch vorhandener 
aus Alanin }0,85 a ai NH,-N aus Alanin } 1,91 8,18 
Zugesetzter NH,-N | 3,56 | 3,56 
Abgebauter NH,-N | 1,65 | 0,38 








In dieser Weise wurde der Abbau von Alanin in der Leber mit und 
ohne arseniger Siure in mehreren Versuchen an verschiedenen Tieren durch- 
gefiihrt. Das Ergebnis zeigt die nichste Tabelle. 


Tabelle 10. 


Abbau von Alanin mit Leberschnitten mit und ohne arseniger Siure. 



































= | 2s. * © | * | & | € 
Entst. NH,-N + Harn- . 
stoff_-N Abgegebener NH,-N | Differenz | Differenz 
“ : (8—1) (4—2) 
ohne As,O, ‘mit As,O, | ohne As,0,| mit As,0, 
Versuche mit Meerschweinchenlebern. 
! 0,85 0,47 1,65 0,38 0,80 | —0,09 
2 0,81 0,45 1,55 0,50 0,74 0,05 
0,92 0,36 1,44 0,75 0,52 0,39 
1 0,99 0,56 0,96 0,50 —0,08 — 0,06 
5 0,61 0,50 1,03 0,41 0,42 | —0,09 
6 0,70 0,30 1,01 0,27 0,31 — 0,03 
7 0,63 0,40 1,37 0,44 0,74 0,04 
Versuche mit Katzenlebern. 

8 1,70 1,05 2,26 | 0,90 0,56 =—(0,15 
9 0,35 0,95 1,62 | 0,97 0,27 0,02 
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Die Zahlen einer Horizontalreihe gehéren immer zum selben Versuch 
mit der Leber desselben Tieres. Die Tabelle zeigt zuniichst, daB tatsiic)). 
lich die Ammoniak- bzw. Harnstoff-N-Bildung bei Gegenwart von arsenige; 
Siiure immer geringer ist als in den Versuchen ohne arsenige Siure. Damit 
geht parallel ein geringeres Verschwinden von Aminostickstoff bei Gegen- 
wart von arseniger Siure. Letztere hemmt also zum Teil den Abbau der 
Aminosiure. Vergleicht man aber die Zahlen des auftretenden Ammoniak- 
+ Harnstoff-N und abgebauten Amino-N miteinander, so sieht man, da} 
diese Zahlen bei den Versuchen mit den vergifteten Schnitten weitgehend 
iibereinstimmen (vgl. Vertikalreihe 6), da8 also, mit anderen Worten, der 
verschwundene Amino-N vollkommen als NH,-N (Harnstoffbildung yer. 
hindert) wiedergefunden wird. Dagegen stimmen die entsprechenden Zahlen 
bei den Versuchen mit den unvergifteten Schnitten nicht gut iiberein. 
Vielmehr wird bei diesen Versuchen mehr Aminosiure abgebaut, als 
Ammoniak— + Harnstoff-N auftritt (vgl. Vertikalreihe 5). Mit anderen 
Worten mu8 hier noch NH,-N fiir eine andere Reaktion verbraucht werden. 

Durch das Mitreagieren von Ammoniak— bzw. Harnstoff-N bei der 
van Slykebestimmung kann dieser eben erwihnte Befund nicht verfiilscht 
werden, da ja bei Gegenwart von arseniger Siure die Harnstoffbildung 
verhindert ist und der Stickstoff also als NH,—-N vorliegt, der bei der van 
Slykebestimmung bekanntlich schneller mitreagiert, als der Harnstofi-N. 
Die Menge gefundenen Aminostickstoffs ist bei den Versuchen ohne arsenige 
Sdure (Vertikalreihe 3) also eher noch zu niedrig als zu hoch gegeniiber 
den Versuchen mit arseniger Siure. 

Leberschnitte allein geben an die Lésung bei den Versuchen oline 
arsenige Siure im Durchschnitt etwas mehr Ammoniak + Harnstoff ab als 
in den Versuchen mit arseniger Siure Ammoniak. Vielleicht gelten dhnliche 
Verhiltnisse, wie sie eben fiir die Leber besprochen wurden, auch fiir die 
Niere, besonders in den Fiillen, wo durch arsenige Siure starke Erhéhung 
der Ammoniakbildung stattfindet. Dafiir liegt aber zu wenig Zahlen- 
material vor. 


Tabelle 11. 


Abbau von d-Histidin der Niere (m/20-Aminosiiure). 








NH,-N*) 

















Tier =| 2. Tier 
l(=)Eiistidin. .... 0,31 0,13 
d(+)-Histidin. . .. . 0,55 0,27 





*) Leerwerte nicht abgezogen. 


Gegeniiber dem Abbau von | (—)-Histidin in der Leber durch Histidas 
ist der Abbau von d(+)-Histidin in der Niere minimal. 


Abbau von Tryptophan in der Niere. 


Beim Abbau von Tryptophan in der Niere unter den iiblichen Be- 
dingungen werden pro 10cem m/20-Tryptophan 0,20—0,30mg NH,-N erhalten. 
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Versuch | Die von den Schnitten abfiltrierte Lésung (als soleche oder mit Trichlor- 
tatsiich. © essigsiiure enteiweiBt) gibt die Farbreaktion auf Indolessigsiiure: 
rseniger i Versetzen der Lisung mit einigen Tropfen HNO, (konz.) und 2—3 Tropfen 
Damit & 2° ,iger KNO,: schéne, kirschrote Farbung, die beim Ausschiitteln in Essig- 
Gegen- BH ecter geht. Durch Zusatz von NaOH Entfirbung der Essigesterlésung, 
bau der | heim Ansiuern wieder Rotfirbung. 
noniak- 7 Versetzen der Lésung in verdiinnter HCl mit einigen Tropfen stark 
in, dab fF  rdiinnter FeCl,-Lésung: Die Lésung wird beim Erwirmen noch vor dem 
igehend ' Kochen violett (Blaurot). 
en, der : Die entsprechenden Leerkontrollen, Tryptophanlésung allein, Bicarbonat- 
8 Ver BH puffer allein mit Nierenschnitten geschiittelt, geben keine Farbreaktionen. 
Zahlen ' Ob es sich hier um die Indolessigsiure selbst oder um die Indolbrenztrauben- 
iberein, siure handelt, ist nicht entschieden, da Indolbrenztraubensdure durch die 
na als J verwendeten Reagentien in die Indolessigsiiure eventuell iibergehen kénnte. 
underen 
werden. 
— Zusammenfassung. 
er 
rfilscht 7 1. Als wichtigstes Aminosiuren oxydativ abbauendes Organ 
bildung J fungiert die Leber, dann folgt die Niere und schlieBlich die Darm- 
= qx fg ‘chleimhaut, wobei es sich in allen diesen Organen um dasselbe 
rsenjon Ferment handelt. Auer Glykokoll sind am leichtesten die ein- 
eniiber JE facheren Aminosauren abzubauen. 
| 2. Im Gegensatz zu Fiitterungsversuchen bauen alle drei 

nohn —  Organe im isolierten Zustand die nichtnatiirliche Komponente 
0 : _ einer Aminosidure rascher ab als die natiirliche. 
Sa 3. Auch Tryptophan und d(-+)-Histidin werden in der Niere 
nohung [JB 14 germgem Mae abgebaut. . . . 
fahlen- 7 4, Beim Abbau von Alanin in der Leber verschwindet ein 


geringer Teil des auftretenden Ammoniaks und ist weder als 
solehes noch als Harnstoff wiederzufinden. Es wird vermutet, 
daB es sich um eine Purinsynthese handelt. 











Uber den Abbau von Prolin im Tierkérper. 
Von 


M. Neber (Basel). 


(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitit Basel.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. April 1936.) 


In der vorangehenden Mitteilung wurde gezeigt, daB dic 
Leber, die Niere und die Darmschleimhaut befihigt sind, viele 
Aminosiuren oxydativ zu desaminieren. Alle drei Organe bauen 
die Aminosiiuren zu den entsprechenden Ketosiuren ab. Dabei 
tritt Ammoniak auf und Aminostickstoff verschwindet. Vollkommen 
anders als der Abbau durch oxydative Desaminierung verliuft der 
der natiirlichen heterocyclischen Aminosiure Histidin, die in der 
Leber in groBen Mengen abgebaut wird, und dessen Reaktions- 
mechanismus in mehreren Mitteilungen von Edlbacher, Kraus 
und Neber*) naher untersucht wurde. Dem Abbau geht hier 
eine hydrolytische Ringaufspaltung des Imidazolrings voraus, die 
letzten Endes zur Glutaminsiure fiibrt. 

Im folgenden soll nun iiber den Abbau einer weiteren 
heterocyclischen Aminosiure, des Prolins, berichtet werden. Die 
Arbeit wurde bereits vor langer Zeit begonnen, mute aber aus 
technischen Griinden lingere Zeit unterbrochen werden. Ver- 
sucht man den Abbau von l(—)-Prolin in ahnlicher Weise wie 
bei den anderen Aminosiuren festzulegen, so zeigt sich zunichst 
ein ganz anderes Verhalten als bei der oxydativen Desaminierung. 
Ks tritt kein Ammoniak auf und Aminostickstoff entsteht in be- 
triichtlichen Mengen, weniger mit iiberlebenden Leber-, sehr vie! 
mit iiberlebenden Nierenschnitten, obwohl es sich um einen Vor- 
gang handelt, der nur in Sauerstoffatmosphire vor sich geht. 
Es entsteht also eine durch van Slyke- Bestimmung nachweisbare 
Aminosiure. Sie konnte, wie im Versuchsteil des niheren aus- 
gefiihrt wird, durch Fallung mit Quecksilberacetat—Baryt nacli 
Dakin vom iiberschiissigen Prolin abgetrennt und als Chlor- 
hydrat isoliert werden. Sie erwies sich als 1(+)-Glutamin- 





*) Diese Z. 224, 261 (1934), dort weitere Literaturangaben. 
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siure. Erst diese Glutaminsiure ist dann der oxydativen Des- 
aminierung zuginglich und miiBte zur «-Ketoglutarsiiure fihren, 
die tatsiichlich inzwischen erstmals von H.W. Malherbe und 
H.A.Krebs?) beim Abbau von Prolin in der Niere als Di- 
nitrophenylhydrazon isoliert wurde. Jedenfalls geht aber die Auf- 
sprengung des Prolinrings bedeutend schneller vor sich, als der 
weitere Abbau der Glutaminsiure. 


Bisher wurde die Pyrrolidoncarbonsiure als Zwischenprodukt 
beim Prolinabbau vermutet, eine Annahme, die den Ubergang in 
Glutaminsiure leicht erkliren lee, da Glutaminsiiure und Pyr- 
rolidonecarbonsiiure auch in vitro leicht ineinander iiberzufiihren 
sind. Im Organismus kommt sie aber als Zwischenprodukt kaum 
in Frage. Denn behandelt man Pyrrolidoncarbonsiure in ihn- 
licher Weise wie Prolin mit Nierenschnitten, so entsteht kein 
Aminostickstoff, und es findet keine Sauerstoffaufnahme statt, wie 
Krebs zeigte, obwohl Aminostickstoff und Ketoglutarsiiure min- 
destens ebenso schnell auftreten miiBten als aus Prolin, wenn 
Pyrrolidoncarbonsiure Zwischenprodukt wiire: 


rs /s¥o——8, 
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weiterer Abbau. 





Es ist nun die Frage, ob es sich vielleicht um eine hydro- 
lytische Ringaufspaltung handelt, tihnlich der Aufspaltung des 
Imidazolrings des Histidins, ‘wobei die «-Amino-d-oxyvaleriansaure 
als Zwischenprodukt entstehen miiBte (Auftreten von NH,-N), die 
dann oxydativ in Glutaminsiure iiberginge. Dagegen spricht aller- 
dings, daB Prolin in der Niere in Stickstoffatmosphiire keine nach 


) Biochemie. J. 29, 2077 (1935). 
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van Slyke bestimmbare Aminosiure liefert. Es kénnte sich aber 
auch um einen, vielleicht an die Atmung gebundenen, hydroly- 
tischen Vorgang handeln. H. A. Krebs?) fand nun, daB Glutamin- 
siure bei Gegenwart von Ammoniak in der Niere in Glutamin 
iiberfiihrt wird. Damit ist gleichzeitig das Nichtauftreten von 
Ammoniak beim oxydativen Abbau von Glutaminsiure bzw. Prolin 
erklirt. Diese Glutaminbildung wurde nun dazu benutzt, die oben 
aufgeworfene Frage zu entscheiden. Behandelt man Ammoniak bei 
Gegenwart von Glutaminsiure mit Nierenschnitten, so verschwindet 
Ammoniak. Es laBt sich durch Abdestillation der sodaalkalischen 
Lésung in der Kalte nicht mehr nachweisen. Hydrolysiert man 
aber die trichloressigsaure Lisung kurz in der Hitze, oder be- 
handelt man mit Lauge statt mit Soda, so tritt dieses Ammoniak 
wieder auf, da hierbei das Glutamin wieder in Glutaminsiure und 
Ammoniak gespalten wird. Das gleiche zeigt sich nun, wenn man 
statt Glutaminsiure Prolin fiir diese Versuche verwendet, da eben 
Prolin in der Niere in Glutaminsiiure iibergeht. Anders verhilt 
sich aber die «-Amino-d-oxyvaleriansiure’). Diese bringt in der 
Niere kein Ammoniak zum Verschwinden. Die ganze Ammoniak- 
menge tritt bereits mit Soda wieder auf und durch Hydrolyse 
in der trichloressigsauren Lisung und mit Lauge erfolgt keine 
Mehrbildung von Ammoniak. Es findet also hier keine Glutamin- 
bildung, also auch kein Ubergang der Oxysiiure in Glutamin- 
siure statt. Damit ist die Oxysiure als Zwischenprodukt schon 
sehr unwahrscheinlich geworden. 

Wohl laBt sich diese Oxysiiure, wie viele andere Amino- 
siuren und wie auch Serin’®) als Beispiel einer Oxyaminosiure 
der oxydativen Desaminierung unterwerfen und es ist auch méglich, 
eine Ketoséure als Dinitrophenylhydrazon zu isolieren. Dieses 
Hydrazon erwies sich aber nicht als das der Ketoglutarsiure, 
sondern als das der a-Keto-d-oxyvaleriansiure. (Andere Krystall- 
form, Schmelzpunkt, Elementaranalyse.) Die Alkoholgruppe ist 
also nicht zur Carboxylgruppe oxydiert worden und damit ist 





') Biochem. J. 29, 1951 (1935). 

*) Fiir die Uberlassung dieser Aminosiiure méchte ich Herrn Professor 
Sérensen-Kopenhagen meinen allerbesten Dank aussprechen. 

*) Die nihere Untersuchung dieses Serinabbaus und anderer «-Amino- 
§-oxysiiuren mit itiberlebenden Organschnitten dirfte erhéhtes Interesse 
beanspruchen in bezug auf den von F. Knoop und Mitarbeitern neuestens 
untersuchten Abbau der Oxyaminosiuren in Fiitterungsversuchen, die nicht 
wie die «-Aminosiuren abgebaut werden, sondern Abbau durch f-Oxydation 
nach dem Fettsiiureschema erleiden. Diese Z, 239, 30 (1936). 
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exakt bewiesen, daB auch die Oxysiiure beim Prolinabbau nicht 
Zwischenprodukt ist, daB also die Prolinaufspaltung kein hydroly- 
tischer Vorgang ist. Vielmehr handelt es sich um eine 
direkte oxydative Aufsprengung des Prolinrings zur 
Glutaminsdure. Vielfach wird die Oxydation mit Wasserstoff- 
superoxyd in Parallele zu den in vivo stattfindenden Oxydations- 
prozessen gestellt. Tatsachlich 1aBt sich bei der Oxydation von Prolin 
mit Wasserstoffsuperoxyd der Prolinring zu einer nach van Slyke 
nachweisbaren Aminosiure, vermutlich Glutaminsiure, aufsprengen. 

In der Niere wird sowohl natiirliches 1(—)-Prolin als race- 
misches Prolin zu Glutaminsiure abgebaut. Der Abbau des Prolins 
ist also nicht nur an die natiirliche Komponente gebunden in 
Analogie zum Abbau der oxydativen Desaminierung und im 
Gegensatz zur Imidazolringaufspaltung des Histidins. 


Versuchsteil. 


Als Versuchstiere kamen Meerschweinchen zur Anwendung. Die Aus- 
fiihrung der Versuche ist in der vorangehenden Arbeit beschrieben. Die 
in den Tabellen mitgeteilten Zahlen beziehen sich auf den Umsatz von 1 g 
Organ in 10 cem Bicarbonatpuffer, der die in den Tabellen mitgeteilten 
Aminosiuren enthilt. Die Leerwerte sind in siimtlichen Tabellen bereits 


mitberiicksichtigt. 
Tabelle 1. 


Abbau von 1(—)-Prolin und 1(—)-Oxyprolin mit Leber- und Nierenschnitten. 
(5 Stunden in O, mit 5°/, CO, bei 38° geschiittelt. Angewandte Aminosiure- 
konzentration: m/20.) 


























Entstandener Gebildeter 
NH,-N NH,-N 

|(—)-Prolin + Leberschnitte ..... 0,02 
l(—)-Prolin + Leberschnitte bei Gegen- 

wart von m/1000-As,0O, ...... 0,19 0,31 
1(—)-Prolin + Nierenschnitte .... . —0,15 2,96 
1(—)-Prolin + Nierenschnitte bei Gegen- 

wart von m/1000-As,0O, ...... 0,15 2,21 
l(—)-Oxyprolin + Nierenschnitte — 0,038 1,74 
|(—)-Prolin + 1 g Nierenschnitte 5 Stunden in O,. . . 3,10 
l(—)-Prolin + 1 g Nierenschnitte 2,5 Stunden in O, . . 1,76 
l(—)-Prolin + 0,5 g Nierenschnitte 5 Stunden in O, . . 1,87 


Nur bei Gegenwart von arseniger Siiure tritt in Leber und Niere 
geringe Ammoniakbildung auf. Der negative Wert in der dritien Zeile 
(Prolin + Nierenschnitte) riihrt daher, da8 durch die Bildung von Glutamin- 
siure aus Prolin, das in der Niere urspriinglich vorhandene Ammoniak 
unter Glutaminbildung verbraucht wird. Wichtig ist die groBe Menge auf- 
tretenden Aminostickstoffs in der Niere. In geringerer Menge tritt auch 
in der Leber Aminostickstoff auf. Auch Oxyprolin erleidet Ringaufspaltung. 
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Tabelle 2. 


Abbau von 1(—)-Prolin unter verschiedenen Bedingungen in der Nieve. 
(Angewandte Aminosiiurekonzentration m/20.) 





—_—S 


Gebildeter 

















NH,-N 

1(—)-Prolin + Nierenschnitte, 5 Stunden in O, .... 1,95 
1(—)-Prolin + Nierenschnitte, 5 Stunden in N, .... 0,0 
1(—)-Prolin + Nierenbrei, 5 Stunden in O, ...... 0,97 
1(—)-Prolin + Nierenbrei, 5 Stunden in N, nae 0 0,0 
1(—)-Prolin + Nierenschnitte, 5 Stunden in O, bei Gegen- 

Wert VOR Gi es +6 4 et le 1,50 
1(—)-Prolin + Nierenbrei, 24 Stunden in O, unter Toluol 0,10 


Aminosiure wird also nur in Sauerstoffatmosphiire gebildet. Auch 
mit Nierenbrei wird in Sauerstoffatmosphire Aminosiiure gebildet, wen 
auch weniger, als mit Schnitten. Toluol verhindert die Aminosiiurebildung. 


Abbauversuche von Pyrrolidoncarbonsaure in Leber und Niere. 
Versucht man unter denselben Bedingungen wie bei den Prolinversuchen 
Pyrrolidonearbonsiiure (dargestellt aus Glutaminsiiure) abzubauen, so tritt 
weder Ammoniak noch Aminostickstoff auf. Pyrrolidoncarbonsiure wir 
also unter diesen Bedingungen in der Niere sicher nicht in Glutaminsiiure 
iibergefiihrt. Man kénnte héchstens annehmen, daB der Abbau der Pyrrol. 
idoncarbonsiiure als Zwischenprodukt zur Glutaminsiiure viel langsamer 
erfolgt, als der Abbau des Prolins zur Pyrrolidoncarbonsiiure. Dies ist 
aber nach dem bis jetzt Besprochenen ausgeschlossen. 


Tabelle 3. 


Abbau von 1(—)-Prolin und d,l-Prolin in der Niere. 


























Entstandener NH,-N Theoretisch 
paiinaetiei | sugegebener 
aus 1(—)-Prolin) aus d,1l-Prolin Prolin—-N 

m/10-Prolin 2,41 | 2,12 

m/20-Prolin ; 1. Tier | 1,92 | 1,77 

m/40-Prolin 1,71 1,35 

m/40-Prolin 1,90 1,51 3,5 
m/80-Prolin 7; 2. Tier 1,42 1,32 1,75 
m/160-Prolin 0,87 0,88 0,88 
m/160-Prolin .: | 0,95 0,88 
mrt ora 8. Tier | 0,75 0,88 


Bei hohen Konzentrationen wird sowohl 1(—)-Prolin als d,1l-Proli 
annihernd in gleichem Mae gespalten. Geht man mit der Prolinkonzen- 
tration herunter, so kommt man schlieBlich zu einem Punkt, bei dem der 
ganze Prolinstickstoff nach Behandlung mit Nierenschnitten als Amino 
stickstoff vorliegt und zwar sowohl mit 1(—)-Prolin als mit der Racemform. 
Es werden also beide optischen Komponenten des Prolins in der Niere 
abgebaut. 
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In diesem Zusammenhang wurden auch Versuche zum Abbau von 
pyrrol in der Leber und Niere angestellt. Es entsteht weder Ammoniak 
noch Harnstoff, obwohl durch die Zugabe von Pyrrol die Organschnitte 
nicht abgetétet werden, da bei Gegenwart von Pyrrol die Harnstoffbildung 
aus Ammoniak in der Leber noch lebhaft vor sich gcht. Novello’) fand, 
daB bei Fiitterungsversuchen (Kaninchen) 50°/, des Pyrrolstickstoffs im 


Harn als Harnstoffstickstoff zu finden ist. Vermutlich erfolgte also der 
Abbau des Pyrrols in anderen Organen und nur das beim Abbau des 
Pyrrols vermutlich entstandene Ammoniak wird in der Leber in Harnstoff 
iibergefiihrt. 

Vorversuche zur Isolierung der Glutaminsdure. Einige Ansiitze 
yon je 10 ccm m/20-Prolin in Bicarbonatpuffer wurden in iiblicher Weise 
mit Nierenschnitten abgebaut, je mit 1 cem 30°/,iger Trichloressigsiiure ent- 
eiweiBt und die Filtrate vereinigt. Entsprechend wurden Ansiitze ohne 
Prolin zur Erfassung der Leerwerte angesetzt. Auf diese Weise wurde 
eine Lésung erhalten, die 14,9 mg Aminostickstoff enthielt, wovon 11,4 mg 
Aminostickstoff aus Prolin stammen. Ein Teil dieser Lésung wurde dann 
in Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt und der Quecksilberacetat- 
Barytfillung nach Dakin unterworfen. Aminostickstoff und Gesamtstick- 
stoff verteilten sich auf das Filtrat und die Fiillung wie folgt: 




















17 _~ | Entst. NH,-N] a... , | Gesamt-N 
NH-N [aus Prolin | &¢8amt-N | 31; Prolin 
Filtrat der Quecksilber- 
Barytfillung . . . . 1,1 0,9 14,0 11,5 
Aufgearbeitete Queck- 
silber-Barytfillung . 8,0 6,0 10,0 7,0 


Durch Vergleich der van Slyke-Bestimmungen mit den Gesamtstick- 
stoffbestimmungen ergibt sich, dab nahezu die ganze Menge des noch vor- 
handenen Prolins sich im Filtrat der Quecksilber—Barytfillung, die gesuchte 
Aminosiure sich zum gréBten Teil in der Quecksilber-Barytfillung befindet. 
In letzterer ist nahezu der ganze Prolinstickstoff als aus Prolin entstandener 
Aminostickstoff vorhanden. 


Isolierung der beim Abbau von Prolin in der Niere entstandenen 
Glutaminséure. In mehreren Ansiitzen wurde, wie oben beschrieben, 
1(—)-Prolin mit Nierenschnitten abgebaut. Jeder Ansatz wurde dann mit 


—leem 80°/,iger Trichloressigsiiure enteiweiBt und die vereinigten Filtrate 


im Vakuum auf einige Kubikzentimeter eingeengt. Nun wurde mit Queck- 
silberacetat-Baryt nach Dakin [Hoppe-Seyler-Thierfelder S. 562 (1924)] gefiillt. 
Im Filtrat befindet sich nun das nicht umgesetzte Prolin und die Fallung 
enthilt die Aminosiiure. Die Fillung wurde nun zweimal mit Wasser aus- 
gewaschen, dann in Wasser suspendiert und CO, zur Fiillung des iiber- 
schiissigen Baryts eingeleitet. Hierauf wurde, ohne abzufiltrieren, durch 
Einleiten von H,S entquecksilbert, entliiftet, abfiltriert, die Lésung eingeengt 
und Baryt und Schwefelsiure quantitativy entfernt. (In einem Versuch 
konnten aus dieser Lésung bereits Krystallisate gewonnen werden, die 





') J. of Biol. Chem. 74, 33 (1927). 
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vermutlich zum gré8ten Teil aus Glutaminsiiure bestanden. Sicherer zy; 
Isolierung der Glutaminsiure ist der weiter zu beschreibende Weg). Hierauf 
wurde wiederum stark eingeengt, wobei sich anorganisches Material aus. 
schied, dessen Menge sich durch Zusatz von konzentrierter HCl noch ver. 
gréBerte. Nach dem Abfiltrieren wurde die klare Lésung wiederum stark 
eingeengt. Nach Stehen iiber Nacht im Eisschrank hat sich Glutaminsiiure. 
chlorhydrat ausgeschieden. Aus einer, mit Trichloressigsiure enteiweilten 
Lésung, die 8,5 mg Aminostickstoff enthielt, konnten auf diese Weise 30 mg 
Glutaminsiiurechlorhydrat gewonnen werden. Nach dem Umkrystallisierey 
aus Alkohol ergab sich ein Schmelzpunkt von 203° (unkorr.), mit Glutamin. 
siiurechlorhydrat anderer Herkunft entstand keine Schmelzpunktsdepression, 
Die Lésung des gewonnenen Glutaminsiurechlorhydrats im Polarimeter 
untersucht, erwies sich als rechtsdrehend. Beim Abbau von 1 (—)-Prolin ist 
also die 1(+)-Glutaminsiure entstanden. 


Tabelle 4. 


Versuche zur Glutaminbildung (je 10 cem m/20-Aminosiure + m/100-NH,C 
= 1,4 mg NH,-N in iiblicher Weise mit Nierenschnitten behandelt). 























NH,-N | NH,-N pal = 
m4 nach Behandlung 
Soda |Hydrolyse| “i. goda) 
Glutaminsiure + NH,Cl ....... 0,00 1,45 1,52 
Prolin + NH,Cl... . . | 0,00 1,34 1,21 
a-Amino-d- oxyvaleriansiure + NH, Cl. . 1,50 1,45 0,00 
](—)-Oxyprolin + NH,Cl.. . 0,80 1,00 0,35 
Glutaminsiure + NH,Cl bei Gegenw art 
von m/1000-As,0, ..... 1,03 


Das Ammoniak ist also, wie die erste Vertikalreihe zeigt, bei den Ver- 
suchen mit Glutaminsiure und Prolin verschwunden. (Ammoniakbestimmung 
durch Abdestillation der sodaalkalischen Lésung in der Kilte nach Folin). 
Es tritt erst nach Hydrolyse der trichloressigsauren Lésung, die 5—10 Minuten 
im siedenden Wasserbad durchgefiihrt wurde, wieder auf, ebenso durch 
Behandlung mit Lauge (Folinbestimmung mit Lauge statt Soda), da hierbei 
das Glutamin wieder in Glutaminsiiure und Ammoniak zuriickverwandelt 
wird. Nur beim Versuch mit o«-Amino-d-oxyvaleriansiure ist die ganze 
Ammoniakmenge nach Behandlung mit Nierenschnitten noch vorhanden, 
woraus zu schlieBen ist, da8 keine Umwandlung der Oxysiiure in die Glutamin- 
siiure stattgefunden hat. 

Dieselbe Erscheinung wie bei Glutaminsiure und Prolin zeigt sich in 
geringem MaBe auch bei Oxyprolin. Ob es sich hier um einen Ubergang 
in Oxyglutamin oder Glutamin handelt, ist noch zu entscheiden, eine Frage, 
die durch Identifizierung der aus Oxyprolin gebildeten Ketosiiure zu lisen 
wire. Durch arsenige Siure wird die Glutaminbildung weitgehend ver 
hindert. 

Isolierung der beim Abbau von Prolin in der Niere entstandenen 
«-Ketoglutarsaure. 10ccm m/20-Prolin in Bicarbonatpuffer wurden bei 
Gegenwart von m/1000-arseniger Siiure 4 Stunden mit Nierenschnitten be 
handelt. Dann wurde mit 1 ccm 30°/,iger Trichloressigsiiure enteiweiBt und 
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das klare Filtrat mit einer bei Zimmertemperatur gesiittigten Loésung von 
9.4-Dinitrophenylhydrazin in 2 n-HCl versetzt. Nach einigen Stunden Stehen 
im Eisschrank war das Hydrazon der «-Ketoglutarsiiure in schénen, wetz- 
steinformigen, zu Rosetten zusammentretenden, gelben Krystallen aus- 
krystallisiert. Schmelzpunkt des Rohprodukts 212—213°. 


Tabelle 5. 


Abbau von o«-Amino-0-oxyvalerianséure und natiirlichem Serin in der Niere. 











m/10-Serin 1,39 1,70 





0,18 | 


Die Fallung der Lisung aus dem Serinversuch mit Dinitrophenyl- 
hydrazin wurde nicht niher verfolgt. Mit ziemlicher Sicherheit entsteht 
aber nicht das Hydrazon der Brenztraubensiiure. Normalerweise miiBte die 
Oxybrenztraubenséure entstanden sein. 


Isolierung der aus «-Amino-)-oxyvaleriansdure in der Niere 
entstandenen «-Keto-d-oxyvaleriansiure. Die Tab.5 zeigt, daB die 
a-Amino-d-oxyvaleriansiiure in der Niere oxydativ desaminiert wird. Es 
muB deshalb méglich sein, auch hier die entsprechende Ketosiiure zu isolieren. 
90 cem m/20-a-Amino-:0-oxyvaleriansiiure in Bicarbonatpuffer bei Gegenwart 
von m/1000-As,0, wurden in Ansiitzen zu je 15 ccm mit Nierenschnitten 
behandelt. Die einzelnen Ansiitze wurden dann mit je 1 ccm 30°/,iger Tri- 
chloressigsiure enteiweiBt, die vereinigten Filtrate auf etwa 1/, des urspriing- 
lichen Volumens im Vakuum eingeengt und mit einer bei Zimmertemperatur 
gesittigten Lésung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 2 n-HCl versetzt. Nach 
einigen Stunden Stehen im Eisschrank war das Hydrazon auskrystallisiert. 
is erscheint als an der Glaswand haftende, hellgelbe Krystallnadeln mit 
rechteckig abgeschnittener Spitze in einer Menge, die bedeutend geringer 
ist als die Menge Hydrazon, die beim Abbau von Prolin erhalten wurde. 
Die gewonnenen 49,8 mg Hydrazon ergaben nach Umkrystallisieren aus 
Alkohol-Wasser einen Zersetzungspunkt von 147° (unkorr.). Bei 190° fiirbt 
sich die jetzt klare Schmelze dunkel. 


4,184, 4,326 mg Subst.: 6,50, 6,68 mg CO,, 1,51, 1,54mg H,O. — 
2,407 mg Subst.: 0,386 cem N, (22°, 754 mm). (Herr Dr. Roth, Heidelberg). 


C,,H,,0,N, Ber. © 42,29 H 3,88 N 17,95 
Gef. ,, 42,36, 42,11 ,, 4,04, 3,98 ys! 18,41. 


Oxydation von Prolin mit Wasserstoffsuperoxyd. 66,5 mg Prolin 
werden in wenig Wasser gelést, einige Tropfen verdiinnte Schwefelsiiure 
und ein Kérnchen Ferrosulfat zugegeben. Dann wurde mit einigen Tropfen 
Perhydrol versetzt und schwach erwirmt, bis Reaktion eintritt, die sich von 
selbst steigert. In dieser Lésung léBt sich dann 2,2 mg Aminostickstoff nach- 
Weisen (zugesetzter Prolinstickstoff 7 mg) auch nach Entfernen etwa noch 
vorhandenen H,O, durch Permanganat. 














Der Purinstickstoffgehalt 
der Organe der Ratte bei variierter Ernahrungsweise, 
Avitaminose und Jensensarkom. 


Von 
S. Edlbacher und P. Jueker. 
(Unter Mitwirkung von Elsa Doerflinger.) 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitiit Baset.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Mirz 1936.) 


Die chemischen Umwandlungen, die sich im Zellkern beim 
Teilungsvorgang abspielen, sind noch durchaus unbekannt. In 
Fortsetzung friiherer Studien, die der eine von uns (E.) iiber 
dieses Problem anstellte und die versuchten, einen Einblick in 
das enzymatische Geschehen bei den Wachstumsvorgingen zu 
gewinnen'), stellten wir uns hier die Aufgabe, die Frage zu priifen, 
ob das Verhiltnis zwischen der Menge der Purinstoffe und dem 
GesamteiweiBgehalt der Zelle durch verschiedenartige Ernahrungs- 
und Lebensbedingungen wesentlich verschoben werden kénne. 
LaBbt sich tatsiichlich nachweisen, daB dies der Fall ist, so 
kénnte daraus mit einiger Wahrscheinlichkeit der SchluB gezogen 
werden, daB unter den beobachteten Verhiltnissen eine relative 
Zu- oder Abnahme nicht nur der Purinstoffe, sondern der da- 
durch gekennzeichneten Kernmasse eingetreten ist. Vom rein 
morphologischen Standpunkt aus wurde diese ,,Kernplasmarelation* 
vielfach schon besprochen. Mit chemischen Methoden wurden 
bereits 1882 von A. Kossel?) athnliche Studien angestellt, in 
denen nicht der Puringehalt, sondern der Phosphorgehalt beriick- 
sichtigt wurde. Es wiirde aber viel zu weit fihren, wollten wir 
hier die ganze Literatur auch nur nennen. 

In seinen friiheren Arbeiten kam der eine von uns (E.) a. a. 0. 
zu der Anschauung, daB bei intensiver Zellteilung eine erhdéhte 
Umsetzung der Nucleinstoffe eintritt, denn die Dephosphorylierung 


) Diese Z. 227, 99 (1934); 233, 265 (1935), daselbst Literatur. 
*) Diese Z. 7, 71 (1882). 
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der Nucleinsiiure ist in den wachsenden Geweben deutlich ge- 
steigert. Dies war der Ausgangspunkt fiir unsere vorliegende 
Untersuchung. Sie fiihrte uns teilweise an das gleiche Problem 
heran, das von H. v. Euler und G. Schmidt?) von einer 
anderen Seite her in Angriff genommen worden war. Letztere 
untersuchten den EinfluB von A-Vitamin und Carotin auf den 
Puringehalt der Organe wachsender Ratten, sowie des Jensen- 
sarkoms. Da durch die friiheren Untersuchungen von E. gezeigt 
werden konnte, da auch die rasch wachsenden malignen Neo- 
plasmen Nucleinsiure stark dephosphorylieren, muften wir 
naturgemaB diesen ganzen Fragenkomplex in den Kreis unserer 
Betrachtungen ziehen. Zur Bestimmung der Purine in den Ge- 
weben hielten wir uns an das Verfahren von Gerhardt Schmidt?). 
Diese Methode wurde von uns beziiglich ihrer Fehlerméglich- 
keiten einer sorgfiltigen Priifung unterzogen, und ist in der von 
uns gehandhabten Variation weiter unten ausfiihrlich beschrieben. | 
Um Diskussionen zu vermeiden, weisen wir schon jetzt nach- 
driicklich darauf hin, daB bei der Anwendung dieses Verfahrens 
alle beschriebenen Bedingungen genauestens eingehalten werden 
miissen, wenn brauchbare Resultate erzielt werden sollen. 

Wir untersuchten den Puringehalt von Rattenorganen unter 
_ den folgenden Bedingungen: 1. normal erniihrte Tiere, 2. bei 
dem FF absolutem Hunger, 3. bei Fett- und Kohlenhydratkost ohne Eiweif, 
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nal 4, bei Nucleinsiuredarreichung neben Fett und Kohlenhydrat, 
ee 5. bei KiweiB-Uberfiitterung. Die genauen Nahrungssitze sind 
t, 80 weiter unten angegeben. AuBerdem schien es uns von Bedeutung, 
“= die Versuche von v. Euler und G. Schmidt mit A-avitaminoti- 
lative schen Ratten und beim Jensensarkom an Hand eines grofen 
d da- Tiermaterials zu wiederholen. Bei allen Versuchen wurde der 
pias Purinstickstoff auf den Gesamtstickstoff des Gewebes bezogen und 
oti wie bei der Arbeit aus dem Stockholmer Laboratorium durch den 
in Ausdruck —— ausgedriickt. 
riick- Folgende Einschrankungen miissen bei einer Gleichstellung 
. wir fF dieses Quotienten mit der Kernplasmarelation gemacht werden: 
_ Es enthalt der Kern auBer den Purinen noch Pyrimidine und 
a.(. § Kiwei8. Behrens*) fand in getrockneten isolierten Kernen von 
jshte fF Kalbsherzen 2,5°/, Phosphor und 14,3°/, Stickstoff. Daraus 
rung 4 


') Diese Z. 228, 215 (1934). 
*) Diese Z. 208, 225 (1932); 219, 191 (1933). 
8) Diese Z. 209, 59 (1932); 220, 97 (1983); 232, 213 (1934). 
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ergibt sich ein Gehalt an Nucleinsiure von 30°/,, wovon 3°, 
Purin-N und 1,5°/, Pyrimidin-N sind, die restlichen 9,8°/, N 
sind auf das KerneiweiB zu beziehen. Die zweite Einschrinkung 
gilt vor allem fiir Stiitz- und Bindegewebe, wo der Hauptanteil 
des Gesamt-N durch die paraplastischen Substanzen dargestellt 
wird. Der SchluB aus der Analyse eines ganzen Organstiicks 
auf die einzelne Zelle ist demnach nur erlaubt bei Geweben, 
die durch verhiltnismaBig wenig Stiitzsubstanz zusammengehalten 
werden, also fiir driisige Organe und natiirlich auch fiir Zell. 
aufschwemmungen in einem N-freien Milieu, Die dritte Hin- 
schriinkung ist die, daB auch aufSerhalb des Kerns Purine vor- 
kommen kénnen, was fiir den Muskel lingst bekannt ist. 


A. Bestimmungsmethode. 


Durchfihrung der Versuche. Wir hielten uns im ganzen eng an 
das von G. Schmidt angegebene Verfahren, halten es aber doch fiir 
zweckmiiBig, eine genaue Beschreibung des Analysenganges zu geben, 0 
wie er sich uns am besten bewiilrte. 


Entnahme und Zubereitung der Organe. Die Ratte wird durch Schlag 
auf den Hinterkopf getétet und geképft, um die Organe méglichst blutfrei zu 
bekommen. Die Oberschenkelmuskulatur wird sofort entnommen, auf eis: 
gekiihlter Glasplatte von Fett, Bindegewebe und Nerven gereinigt und mit 
der Schere zerkleinert. Die tibrigen Organe werden in einem geschlossenen, 
eisgekiihlten Glas aufbewahrt. Etwa 1g des Organs wird ebenfalls auf der 
eisgekiihlten trockenen Glasplatte fein zerkleinert, in einem weithalsigen 
Rundkolben zu etwa 50 ccm auf 5 mg genau gewogen. Zusatz von 10 Teilen 
2°/, iger Schwefelsiure. Behandlung aller Organe in gleicher Weise. 
Mehr als 1g und weniger als 0,4 ¢ sollten nicht verwendet werden. Auch 
weniger als 3 ccm Schwefelsiure sollten nicht angewandt werden, selbst 
wenn weniger als 0,3 g Organ zur Verfiigung stehen. 


Hydrolyse. Erst werden die mit einem Uhrglas zugedeckten Kolben 
2 Stunden auf dem Wasserbad gehalten, um das Schiumen am Riickflub- 
kiihler zu verhiiten. Dann Zugabe von 2 Glasperlen und 5—10 Tropfen 
sekundirem Octylalkohol. Auf die Kolben wird ein 100 cm langes und 0,8 cm 
weites Glasrohr aufgesetzt, mittels eines groBen nicht tief sitzenden Gummi- 
stopfens. Erhitzen mit Mikrobrenner ohne Drahtnetz, Flamme miéglichst 
nahe am Kolben, so daB die Glasperlen gleichmiBig tanzen. Es mub ein 
leichtes, gleichmiBiges Sieden erzielt werden, das Kondenswasser darf 
nicht iiber die Hiilfte des Kiihlrohrs ansteigen. Schiumt der Brei trotzdem, 
so miissen durch Neigen des Kolbens die an der Wand hingenden Brickel 
heruntergespiilt werden. Dauer der Hydrolyse 4 Stunden vom Beginn des 
Siedens an. 

EnteiweiBung. Nach Abkiihlen werden die Glasperlen abgespiilt 
und entfernt, und der Inhalt des Kolbens mit einem gekriimmten Glasstal 
in ein Zentrifugenglas von 25cem gebracht. Nachwaschen mit etwa 2 ccm 
Wasser. Fallung mit 5 Teilen 10°/, iger Natriumwolframatlésung. Mit 
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Hilfe des Fallungsmittels und nochmals 2 cem Wasser liBt sich der 
Kolben quantitativ ausspiilen. Nach gutem Durchmischen wird nach einer 
brieflichen Mitteilung von Herrn Dr. G. Schmidt der Sduregrad mit 
Kongopapier gepriift. Er soll so stark sein, daB sich um den blauen 
Fleck kein roter Hof bildet. 5 Minuten stehen lassen, dann 10 Minuten 
zentrifugieren. Die iiberstehende klare Fliissigkeit wird in ein Zentrifugen- 
glas von 100ccm gegossen, der Niederschlag mit etwa 15ccm Wasser auf- 
geschlimmt, mit einem Tropfen Phenolphthalein versetzt und mit 2 n-Natron- 
lange gelést. Es soll keine Rétung bestehen bleiben. Bei Verwenden von 
1g Gewebe braucht man etwas mehr als 1 ccm Lauge. Einige ungeléste 
Brocken schaden nichts. Ist bei der Hydrolyse der Inhalt etwas herum- 
gespritzt, so lést sich der Niederschlag nicht klar. Hier wird man bei der 
Auflésung des Niederschlags mehr auf die Reaktion achten, die ja durch 
das Phenolphthalein angezeigt ist, als auf die Klirung, aber trotzdem még- 
lichst alles zur Lésung zu bringen suchen, Am Resultat indert diese Triibung 
nichts. Nun wird 25 volumenprozentige Schwefelsiure bis zur kongo- 
sauren Reaktion zugesetzt (etwa 0,35—0,45 cem). Dann sofort zentrifugieren. 
Auflésen und Fallen werden noch 2mal wiederholt. Alle iiberstehenden 
Fliissigkeiten werden in dem Zentrifugenglas gesammelt, mit 2 Tropfen 
Phenolphthalein versetzt und durch ein schnell filtrierendes Filter in einen 
100-ccm-Kolben gegossen. Bisweilen tritt durch nachtrigliches Ausfallen 
von Wolframsiure eine Triibung auf. Ist sie erheblich, so wird zentri- 
fugiert und nach AbgieBen in den Kolben der Niederschlag umgefillt und 
ebenfalls auf das Filter gegossen. Nach griindlicher Spiilung werden 
Trichter und Filter auf einen zweiten MeBkolben von 100 ccm gesetzt, das 
Filter durchstoBen und nachgespiilt. Der Niederschlag in den Zentrifugen- 
glisern wird wie friiher aufgelést und durch den Trichter in den zweiten 
MeBkolben gegossen. Um in der enteiweiBten Fliissigkeit (Purinfraktion) 
das Ausfallen von Wolframsiiure zu verhindern, wird diese mit 2 n-NaOH 
so weit neutralisiert, daB das zugesetzte Phenolphthalein eben noch farblos 
bleibt. Korrektur mit Essigsiiure. Kolben auffiillen. 

Zur Bestimmung des Gesamt-Stickstoffs wird aus jedem 
Kolben mit 2 ccm eine Mikrokjeldahlbestimmung nach Preg! durchgefihrt. 

Zur Bestimmung des Purin-Stickstoffs werden 50 ccm von der 
Purinfraktion in einen ungefihr 500 ccm fassenden langhalsigen Rund- 
kolben gebracht, mit 0,2 cem 2n-NaOH alkalisiert und der Kolben mit 
einem 3 fach durchbohrten Gummistopfen verschlossen. Eine Bohrung 
dient fiir die Kapillare (Schwefelsiurevorlage), die zweite fiihrt zur 
Wasserstrahlpumpe, die dritte enthilt einen Glashahn zum Aufheben des 
Vakuums. Man destilliert 10 Minuten bei 45° im Vakuum zur Entfernung 
des Ammoniaks, stellt ab, neigt den Kolben, so da® die Kapillare nicht 
mehr eintaucht, und hebt das Vakuum auf. UbergieBen des Inhalts in ein 
Becherglas von 200 ccm. Zusatz von 1 cem Eisessig, einer Messerspitze 
(0,3 g) Natriumacetat (fusum), 5 Tropfen sekundirem Octylalkohol und einer 
Glasperle. Mit bedecktem Uhrglas zum Sieden erhitzt, Dann Zufiigen von 
1 cem einer 40°/, igen Natriumbisulfitléisung, Fillung mit einer 1°/, igen 
Lisung von Kupfersulfat (2,5 ccm bei 1 g Einwage). 3 Minuten langes 
Kochen, Eindampfen auf 20—30 ccm. Dann lift man 2 Stunden stehen, 
entfernt die Glasperle und gieBt den Inhalt in ein 50-ccm-Zentrifugenglas. 
Zentrifugieren wihrend 15 Minuten, Abgieben gegen einen schwarzen 
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Untergrund. Aufwirbeln des Niederschlags durch 30—40 ccm einer 1°), igen 
Essigsiure, die auf 1 Liter etwa 4 ccm einer n-Kupfersulfatlésung enthiit, 
Man verwendet zweckmaBig eine Pipette, deren Auslauf etwas schriig ge. 
bogen ist, und die man wihrend des Ausblasens dreht. Wieder 15 Minuten 
zentrifugieren und das Waschen noch 2 mal wiederholen, im ganzen 4 mal 
zentrifugieren. Der Niederschlag wird nun mit Wasser in einen Mikro. 
kjeldahlkolben gebracht. Dann gibt man 1 ccm konz. Schwefelsiiure, 
1 Tropfen 80°/,iges Wasserstofisuperoxyd in das Zentrifugenglas, spiilt 
damit die Winde und gie8t in den Kjeldahlkolben zuriick, Veraschen der 
Fliissigkeit und anschlieBend Stickstoffbestimmung. Als Vorlage geniigen 
fiir die Gesamt-N-Werte wie fiir den Purin-N in der Regel 5 cem n/70- 
Schwefelsiure. Gesamt-N und Purin-N werden in Prozenten des frischen 
Organgewichts ausgedriickt, der Purin-N alsdann noch in Prozenten des 
G t-N durch den Quoti ten Purin-N+100 | 
esamt-N durch den Quotienten —Q ow 
Doppelbestimmungen ausgefiihrt, der ganze Versuch wurde also doppelt 
gefiihrt. Stehen weniger als 0,4 g Organ zur Verfiigung, so verwendet man 
entsprechend kleinere Zentrifugengliser und fillt nur auf 50 ccm auf. 

Da’ die Zubereitung des Gewebes méglichst schnell zu geschehen 
hat, versteht sich von selbst. Es fragt sich aber, ob fliissige Luft, wie dag 
bisweilen verlangt wird, noétig sei. Unsere Kontrollen erweisen dies als 
iiberfliissig, eine Feststellung, die von Dell’Acqua’) selbst fiir die Be- 
stimmung von Nucleotiden nach der Methode von Kerr und Blish 
gemacht worden ist. 

Um die Beurteilung der Methode zu erméglichen und einer Wieder- 
holung geleisteter Arbeit zuvorzukommen, halten wir eine Mitteilung der 
methodischen Versuche und der Kontrollen fiir angebracht. 


Fiir jedes Organ wurden 
































Flissige Luft Eisgekiihlte Glasplatte 
Muskel 1. Gesamt-N 8,35 3,3 3,17 8,29 
Purin-N 0,07 0,0682 0,068 0,0644 
Purin-N-+100 
2,07 2,14 1,955 
Gesamt-N wei : ane 
Muskel 2. Gesamt-N 3,28 3,16 3,24 3,1 
Purin-N 0,073 0,071 0,076 0,074 
Purin-N - 100 
2,13 2,24 2,34 2,39 
Gesamt-N / d ; ; 
Leber 1. Gesamt-N 3,44 3,38 3,09 3,07 
Purin-N 0,1515 0,1545 0,146 0,145 
Quotient 4,5 4,56 4,72 4,72 
Leber 2. Gesamt-N 2,8 2,805 2,68 — 
Purin-N 0,1455 0,1442 0,1427 _ 
Quotient 5,2 5,15 5,33 = 


Wie ersichtlich, sind die absoluten Purinwerte ungefihr gleich hoch, 


also nicht einmal fiir den Muskel ist fliissige Luft notwendig. 





) Biochem. Z. 279, 403 (1935). 
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Konzentration der Saure zur Hydrolyse. G. Schmidt gibt 2°/,ige 
Schwefelsiure an, sagt aber nicht, ob Volumen- oder Gewichtsprozent 
gemeint seien, Auch andere Autoren geben verschiedenartige Siure- 
konzentrationen an. Wir suchten die Frage dadurch zu kliren, daB wir 
0,2 g Casein und 0,8 mg Purin-N als Adeninsulfat einmal mit 2 volumen- 
prozentiger und einmal mit 2 gewichtsprozentiger Schwefelsiure hydroly- 
sierten. 

















2 Volumen-?/, 2 Gewichts-°/, 
Schwefelsdure Schwefelsiure 
1. Versuch... ... 0,687 0,606 0,798 | 0,804 
9, Versuch. ..... 0,7476 0,6668 0,7668 | 0,7274 


Es scheint also doch, da8 durch die 2 volumenprozentige Siure etwas 
zerstort worden ist. Entsprechende Versuche am Muskel gaben nur ge- 
ringe Differenzen, sprachen aber doch eher zugunsten der 2 gewichtspro- 
zentigen Siure, so daB immer nur diese verwendet wurde. 

EiweiBfallung. Der gréBte Fehler bei der Purinbestimmung wird 
durch die bei der Fillung mitgerissenen Albumosen bedingt, so daB also 
eine méglichst vollstindige EnteiweiBung angestrebt werden mu8. Es 
wurden verschiedene Fillungsmittel versucht, wie Gerbsiure, Trichloressig- 
siure, Sulfosalicylsiure und Natriumwolframat. Der Grad der Fallung 
wurde dadurch kontrolliert, daB der gesamte in der Purinfraktion ent- 
haltene Stickstoff bei 1 g Leber oder 0,2 g Casein bestimmt wurde. Sulfo- 
salicylsiure fillte in der iiberstehenden Filiissigkeit der zentrifugierten 
Hydrolyse iiberhaupt nichts mehr. Trichloressigsiure gibt einen deutlichen 
Niederschlag, der sich auch in Natronlauge wieder lést. Starke Biuret- 
reaktion in der enteiweiBten Lésung, die in 100ccm noch 20—22 mg 
Stickstoff enthalt, also nahezu */, bei einem Gesamt-N-Gehalt der Leber 
von 88mg pro Gramm. Gerbsiure lieB etwa 16 mg N auf 100 cem zuriick, 
ist aber fiir die weitere Verarbeitung unbrauchbar. Am besten fillt 
Natriumwolframat, bei dem noch 12—15 mg N in der Purinfraktion bleiben. 
Nun hat aber die duBerst fein und gallertig ausfallende Wolframsiure die 
wnangenehme Eigenschaft, die Purine im hohen Ma8e mitzureiBen. 2 ccm 
einer 0,8 mg Purin-N als Adeninsulfat enthaltenden Lésung wurden mit 
2 volumenprozentiger Schwefelsiure 4 Stunden hydrolysiert, dann wurden 
5cem Natriumwolframat zugesetzt und gewartet, bis ein richtiger Nieder- 
schlag aufgetreten war. Liésung und Wiederfillung nach Vorschrift wieder- 
holt. N-Bestimmung im Niederschlag und in den zusammengegossenen tiber- 
stehenden Fliissigkeiten: 


Niederschlag Purinfraktion 
0,616 mg N 0,2184 mg N 
0,6768 ,, 0,182 4, 4 


Die Wolframsiure hatte also ?/, der Purine mitgerissen. Somit kam 
es darauf an, die geringste fiir eine vollstindige Fillung geniigende Menge 
Natriumwolframat zu finden. Sie betrigt nach unseren Erfahrungen 5 mal 
soviel Kubikzentimeter einer 10°/,igen Liésung, als Gramm Organ ein- 
gewogen wurden. Da wir nur noch 2 gewichtsprozentige Schwefelsdure 
6 * 
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verwenden und nach der Fillung (abgesehen von der ersten) sofort zentri. 
fugieren, diirfte die noch ausfallende Wolframsiuremenge gering sein’), 

Um das nachtrigliche Ausfallen von Wolframsiure und Mitfiillung 
von Purinen in der Purinfraktion zu verhiiten, wird diese so weit alkalisiert. 
daB noch keine Phenolphthaleinrétung auftritt. Die Lésung bleibt danp 
klar. Stirkere alkalische Reaktion ist zu vermeiden, da sie die Purine schiidict. 

Bei der Vakuumdestillation gehen etwa 0,1 mg N auf 50 cem weg, 
Entfernung des Ammoniaks ohne Vakuum ist nicht geboten, 


Die Purinfallung birgt, wie gesagt, Fehler durch Mitfillung der 
Albumosen, die ja auch nach Wolframatfiillung noch reichlich vorhanden 
sind. In einer Lésung von Wittepepton, die in 50 ccm 10 mg N enthielt, 
wurden 0,8 mg Purin-N gefillt, die Vorlage von 5 cem n/70-Schwefelsiure 
also 1 mg N entsprechend wurde iiberneutralisiert. In Wasser gefiillt 
wurden von 0,794 mg zugesetztem Purin-N 0,7778 wieder gefunden. Fiir 
eine andere Kontrolle wurden 0,2 g Casein genau wie ein Organbrei ver- 
arbeitet, die Kupferfillung mit 2,5 cem gemacht, der Kupferoxydulnieder- 
schlag ausgewaschen und trotzdem 0,046 und 0,08 mg N darin gefunden. 
Mit diesem Fehler mu8 also immer gerechnet werden. Médglicherweise 
lieBe sich mit noch kleineren Kupfersulfatmengen als mit den von 
Schmidt angegebenen eine vollstiindige Fillung erzielen. 1 mg Purin-N 
(mehr kommt selten zur Fillung) verbindet sich mit etwa 2 mg Kupfer, 
was 0,3 cem einer 1°/,igen Kupfersulfatlésung entspricht. Wir haben in 
dieser Richtung keine Versuche unternommen. Umfillung der Purine nach 
Auflisen mit Schwefelwasserstoff ist nach Graff und Maculla nicht rat- 
sam, da die Purine sehr stark an Schwefelkupfer adsorbiert werden und 
bis zu 90°/, verlorengehen. Immerhin méchten wir noch bemerken, dal 
bei Fillung mit weniger als der Aiquivalenten Kupfermenge der Nieder- 
schlag nicht braun, sondern grauweil ist. Zusatz von Natriumacetat schien 
uns zweckmiBig trotz gegenteiliger Ansicht von Kerr und Blish. 


Auswaschen des Niederschlages. Wir wuschen anfangs mit der 
von Schmidt angegebenen 1°/,igen Essigsiiure und erhielten stets viel zu 
kleine und stark schwankende Werte. Herr Dr. Schmidt teilte uns brieflich 
mit, dab trotz des Essigsiiurezusatzes die Purine kolloidal in Lésung gehen 
kénnen, was durch einen Zusatz von Kupfersulfat zur Waschfliissigkeit 
verhindert wiirde. ‘Tatsichlich erhielten wir erst von jetzt an brauchbare 
Resultate. Ein Kontrollversuch mit verschiedenen Waschfliissigkeiten erga): 
2cem einer Lésung von 219mg thymonucleinsaurem Natrium in 50 ccm 
Wasser = 0,4 mg Purin-N pro Kubikzentimeter wurden hydrolysiert, aut 
100 ccm aufgef iillt und in 50 cem mit 2,5 cem Kupfersulfatlésung die Purin- 
fillung vorgenommen. Der Niederschlag wurde im ganzen mit 100 ccm 
verschiedener Waschfliissigkeiten gewaschen. 


1. 1°/,ige Essigsiure + Kupfersulfat. . 2-0,39 = 0,78 mg N 


2. 1°/,ige Essigsiure ..... . . 2-0,84=0,68 ,,_,, 
8. kaltes Wasser. ..... =... . 290,36 20,72 ,, ,, 
4, warmes Wasser ...... . . 200,37 =0,74 ,, ,, 


') Bei gewichtsprozentiger Siiure fallt Wolframsiure erst nach mehreret 
Stunden, volumenprozentige Siure fillt nach einigen Minuten. 
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Vergleiche dazu Thannhauser und Czoniczer, der den AnstoB zur 
Mikrobestimmung von Purinen gab'). Zum Schlu8 noch einige Kontrollen 
iiber die ganze Methode: in 0,2 g Casein wurden 2 ccm Lésung von Adenin- 
sulfat = 0,8 mg Purin-N gegeben und das Ganze wie iiblich verarbeitet. 


0,828 0,8688 0,945 0,828 

sbegimmg mit } 0,808 0,8874 0,973 Purinfillung mit } 0,812 
5ecem CuSO, ) 0,788 0,8890 0,949 2,5 eem CuSO, ) 0,84 
0,8688 0,868 0,868 


Wir kénnen also die Angaben von Schmidt, da eher zu hohe als 
zu niedrige Werte gefunden werden, nur bestitigen. Im allgemeinen wird 
man mit einem Fehler von etwa 10°/, rechnen miissen. Bemiiht man sich 
indessen, immer mdéglichst gleiche Mengen Organ zum Versuch 
zu verwenden, bedenkt man ferner, daB bei kleinen Mengen auch der 
durch die Albumosen bedingte Fehler kleiner ist, so muB man zugeben, 
daB die Methode fiir unsere Zwecke durchaus geeignet ist. Die Unter- 
schiede zwischen den Versuchen sind so groB und so konstant, daB sie 
auBerhalb der Fehlergrenze liegen. Parallel mit den chemischen Unter- 
suchungen hat der eine von uns (P. Jucker) die meisten der untersuchten 
Organe einer genauen histologischen Priifung unterzogen. Einige Gesichts- 
punkte, die sich aus diesen Untersuchungen ergeben, sind im folgenden 
beriicksichtigt worden. Eine geschlossene Darstellung dieser histologischen 
Ergebnisse wird von Jucker im Archiv fiir mikroskopische Anatomie 
erfolgen. 


B. Behandlung der Versuchstiere. 


Die normal erndhrten Ratten erhielten das vollwertige Grundfutter 
unserer Vitaminstation, welches wegen des geringen Hefegehaltes firmer 
an Purinen ist als die von Euler und Schmidt (a. a. O.) verabreichte 
<ost. Die untersuchten Ratten wogen 170—240 g. Alte Tiere werden bis 
zu 350 g schwer. Wie wir sehen werden, ist der Purinquotient bei jungen 
Ratten héher als bei ailteren Tieren. Man kénnte daher den Einwand er- 
heben, daB bei der oft langen Dauer der Versuche eine Senkung des Quo- 
tienten im Wachstum begriindet ist. Das wiirde aber nur die EiweiB- 
versuche betreffen, wo wir eine Abnahme fanden, und auch da sind die 
Unterschiede zu groB, als daB® sie dem nun doch nicht mebr intensiven 
Wachstum zur Last gelegt werden kénnten. 

Die Hungerratten wurden wie die iibrigen Versuchstiere auBer den 
Tumorratten auf Rosten gehalten und bekamen Wasser und physiologische 
Kochsalzlésung. Sie ertrugen den Nahrungsentzug bis 29—45°/, Gewichts- 
verlust. Die meisten Tiere kamen moribund zur Verarbeitung. Bei den ver- 
schiedenen Erniihrungsversuchen gaben wir am Anfang 1 ccm autoklavierten, 
spiter 2 eem nichtautoklavierten Hefeextrakt, um eventuellen Vitamin B,- 
Mangel auszuschlieBen. Die Resultate wurden hierdurch nicht beeinfluBt. 

Die an EiweiB und Purinen arme Kost setzte sich zusammen aus: 
Arachisfett 10 g, Lebertran 5 g, Maisstirke 79 g, Salzgemisch (Mc Collum) 
0 ¢, Hefeextrakt 2cem. Die Bestandteile wurden mit Wasser gemischt 
und in einer Form bei 50—70° zu Kuchen getrocknet. Diese Kost ertrugen 
die Ratten unter 25—55°/, Gewichtsverlust bis zu 73 Tagen. In den 


’) Diese Z. 110, 307 (1920). 
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spiteren Stadien traten Diarrhéen auf, schlieBlich stark gelber Urin, (je. 
wichtssturz. Die Sektion ergab dann himorrhagische Lebernekrosen yoy, 
Bilde einer akuten gelben Leberatrophie. 

Zur Nucleinsdiuretiberfiitterung fiigten wir einer ahnlich zy. 
sammengesetzten Kost thymusnucleinsaures Natrium zu, so daB sich folgende 
Zusammenstellung ergab: Arachisfett 10 g, Lebertran 5 g, Maisstiirke 70 ¢. 
thymusnucleinsaures Natrium 10 g, Salzgemisch 5 g, autoklavierter Hefe. 
extrakt 1 ccm. Das thymusnucleinsaure Natrium ergab noch geringe Biuret. 
reaktion. Versuchsdauer 19—38 Tage, Gewichtsverlust 28—40°/,. Noch 
friiher (11.Tag) als bei den vorhergehenden Tieren traten hier Diarrhéen 
auf, die am Anfang mit rohen Apfeln zum Stillstand gebracht werden 
konnten, spiter auch dieser Therapie trotzten. 

Die an EiweiB iiberreiche Kost setzte sich zusammen aus: Arachis. 
fett 5 g, Lebertran 5g, Maisstiirke 5g, Casein 70g, Gluten 10g, Salz-. 
gemisch 5g, Hefeextrakt 2ccm. Die Tiere verloren anfangs 10—15°/, an 
Gewicht, nahmen dann wieder zu, erreichten fast das Anfangsgewicht, um aber 
dann definitiv abzufallen, in diesem dritten Stadium wurden sie verarbeitet, 

Die Tumortiere wurden mit Jensensarkom unter die seitliche Riicken- 
haut geimpft und mit gewoéhnlichem Zuchtfutter ernihrt. 
































Versuchsergebnisse. 
Tabelle 1. 
Normal ernihrte Ratten. 
Tier- PN + 100 Tier- PN + 100 
ge- a. ge- — 
wicht , =, wicht ai _— 
g | Muskel | Leber |Nieren| Milz g Muskel | Leber | Nieren| Milz 
g4] — | — | 405/— J i90]/ 22 | — | — |] — 
3,85 2,39 | | 
225 | — | 466/35 | — 205 | 2,1 — — | 7,36 
| 4,79 | 3,69 2,26 | Td 
178 — — | 426 | — 202 | 2,086 | 4,6 | 3,855) — 
4,0 | 2,005 | 4,48 | 4,002 
172 oe 451 | — | — — | 214 | 472) — 
4,405 1,995 | 4,72 
215} — — | — | 5,87 ff 240 | 284 | 5,33 _ 
_ 239 | — 
200 — — | — | 501 § 212] — | 457 | 40 
5,61 4,69 | 4,10 
200 —- 4,437! — | 7,76 |] 218 — 463 | — -- 
4,37 | 7,81 4,8 | 
201 — | 414 | 331 | — 230 | — | 4,76 | 3,68 
4,35 | 3,54 | 4,62 | 3,64 
200 | — | 4,27 | 3,98 | 6,38 |] 185 | 1,87 | 5,0 — 
416 | — | 6,27 2,0 4,8 
511,77 | — | — |— feo] — | 466; — |] — 
4705) | 5,05 _ 





























Durchschnittswerte: 2,09 | 4,62 | 3,83 | 6,59 
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Tabelle 2. 
Absoluter Hunger. 
Versuchs-| Anfangs- PN-100° 
dauer | gewicht | Verlust GN 
Tage g Muskel Leber Nieren | Milz 
a 230 18 g ns eae ae 
34 °/, 45 | 3,238 | 17,44 
5 220 63 g _ 4,12 | 346 | 6,89 
29 °/, 417 | 336 | 6,82 
12 253 93 g 1568 | 467 — | — 
37 9, 1,316 | 4,71 | 465 | 5,07 
g 200 Wg 1697 | 4,96 | 4,38 | 5,45 
38 /, 1496 | 4,71 | 4,26 | — 
13 240 108 g 1448 | 4,655 | 3,756 | 5,87 
45 /, 1,391 | 4,71 | 395 | — 
9 200 83 g 1,56 463 | 3,92 | — 
42%, 1,567 4,35 — | 
6 250 75 g 1,61 4,23 3,85 4,02 
30 °/, 1,42 4,2 3,78 
11 245 | 108¢ 1,45 4,95 4,1 4,58 
44%), 1,695 5,15 3,82 — 
5 225 80 g 157 | 5,14 | 8,748 5,3 
35%), 171 | 50 | 38,88 5,1 
9 223 89 g 138 | 4,49 | 8,67 5,65 
40 °/, 14 | 461 | 8,52 — 
Durchschnittswerte: 1,52 | 4,605 | 3,81 | 5,6 


Alle Tiere bekamen himorrhagische Erosionen und manchmal sehr 
stark blutende Geschwiire der Magenschleimhaut besonders im Fundus, bei 
einem Tier Perforation. Fett meist nur noch spurenweise im Netz. Muskulatur 
stark atrophisch und trocken. Uber den Grad der Atrophie von Leber, 
Nieren, Milz gibt die Tab. 2 Auskunft. 

Die ersten 9 Tiere hatten autoklavierten Hefeextrakt bekommen. Tier 
Nr. 10 nur wahrend der ersten 26 Tage, es nahm auf vollwertigen Extrakt 
hin etwas zu, um dann wieder abzusinken. Die restlichen Tiere erhielten 
alle 2 cem nichtautoklavierten Hefeextrakt pro Tag, nahmen aber trotzdem 
dauernd an Gewicht ab. Bei der Sektion waren die Ratten zum Skelett 
abgemagert, Fett nur noch im Netz in kleinen Mengen, die Muskulatur 
stark atrophisch, die Leber wechselnd stark verfettet, mehrere Tiere mit 
hiimorrhagischen Nekrosen, die bei Nr. 13 so ausgedehnt waren, da8 trotz 
aller Vorsicht noch nekrotisches Gewebe im untersuchten Material war. 
Der Quotient war daher niedriger als erwartet 4,9 und 5,0. Die Nieren 
klein und braun. Bei den letzten 2 Tieren wurden die Leukocyten gezihlt 
(Tab. 3). 

Der Befund deckt sich mit dem eben erhobenen. Die Leukocyten 
wurden bei den letzten 4 Tieren vor dem Versuch und vor dem Toten 
geziihlt (Tab. 4). 
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Tabelle 3. 
Kohlenhydrat-Fettkost (eiweiffrei). 
5 5 soe PN + 100 5 s He PN + 100 . 
= a a). om ~ 
-4 8 Verlust GN cs 83 Verlust GN 
> i” > = ik ay 
Tage] g Muskel | Leber |Nieren|}Tase}|  g Muskel | Leber |Nierea 
35 | 255 | 65 2.148 | 5,7 | 4,24 |] 57 | 205]105¢ | 1,7 | 5,55) — 
26 °/) | 1,965 5,57 | 4,13 52 °/, 1,75 0,04 
35 | 220] 79g | 1,91 5,88 | 4,37 66 | 210 [116g — 6,05 | 455 
36%, | 1,96 | 5,85 | 4,375 55%, 6,02 | 47 
35 | 205] 78 202 | — | 4,53 |] 45 | 220] 80g | — 6 | 3 
38 °/, | 2,003 — |} 36 °/, 5,62 | 379 
40 | 225] 80 2,082 | 5,25 | 4,4 49 | 191] 81¢g - 58 | 41 
36 °/, | 2,024 5,5 4,2 42 °/, 3,8 = 
40 | 200] 85¢ | 2,1 5,33 | 418 || 73 | 201] 89¢ | — — | 3% 
42 °/, | 1,945 D,47 | 4,39 44 °/) | 3,97 
58 | 200] 73 0,1805| 4,95 | 4,1 33 | 190] 63¢ | — | 5,37) 343 
47°), | 1,8 4,92 | 3,91 34 °/, 5,5 | 372 
37 | 175 | 85g | 2,117 5,64 | 4,15 44 | 197] 73¢g a 6,52 | 45 
48°, | 219 | 5,59 | 4,3 87 9, 6,68 | 461 
49 | 200]110g | 1,67 | 5,89 | 4,12 |] 38 | 195] 68g | — | 5,7 4,09 
55°) | 1,665 | 9,15 4,13 32 °/ 5,62 | 4,34 
45 | 190 | 60¢g — 5,8 4.16 
| 32%, 6,0 43 
Durchsehnittswerte: 1,93 | 5,64 4,1] 
Tabelle 4. : 
Nucleinsdureiiberfiitterung (eiweiBarm). 
Versuchs-| Anfangs- PN - 100 
dauer | gewicht | Verlust aes GN 7 
Tage g Muskel Leber | Nieren | Milz 
19 209 59 g 1,925 5,01 | 3,79 
28 %/, 1,85 49 |. 8,9 
28 170 52 g 1,95 6,43 | -—- 
37 160 48 g 2,05 6,15 | 4,32 6,25 
30 °/, 2,08 6,22 4,1 - 
30 175 69 g 2,2 6,3 4,33 7,15 
38 210 85 g 1,695 5,85 3,58 5,3 
40 °/, 1,56 912 3,64 im ¢ 
Durchschnittswerte: 1,972 5,88 | 4,02 6,2 











Tabelle 5. 


Eiweibiberfitterung. 
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00. Versuchs- Anfangs- PN -100_ 
| dauer gewicht Verlust GN 
Tag g Leber | Nieren 
53 190 40 3,76 | 3,31 

4 58 220 60 3,82 3,47 

>|) 455 i 27 ly 3,85 3,44 

7 4 84 220 42 g 4,25 | 3,3 

B | 3% 21 °/, 4,08 | 3,42 

2 | 382 88 210 33 g 4,2 | 3,38 
4,1 15%, 4,07 3,46 
~ 88 195 28 g 3,84 3,14 
3.13 15%, 3,8 3,18 
3,97 91 190 25 g 3,98 | 3,62 

| 348 13%, 3,68 | 3,525 
312 56 215 55 g 4,08 3,83 

| 4g 25 %/, 4,05 4,0 

| 461 - ihe ee 
4 7 Durchschnittswerte: 3,94 | 3,47 
4,34 
4,16 ' 
13 Tabelle 6. Tabelle 7. 
. 

“AM A-Avitaminose Alterer, aber A-Avitaminose bei eben 





noch wachsender Ratten. entwohnten Ratten. 
































tp PN - 100 tp oa PN - 100 
g 2 Becton ni tl g 2 bi 
& & GN & B GN 
— fn?) a 0 
< tel 9) 7 < 2 as a 
¢ Muskel Leber |Nieren| Milz g Muskel | Leber |Nieren Milz 
——— —— — emer rns l _ ; = > a i eee = eee 
80 1,847 | 4,73 | 3,918} 6,22 32 229 | 4851 4,7 | 7,45 
— | 4,78 | 3,94.) — 2,08 | 4,82} 4,55 | — 
80 1,98 | 5,42 | 4,06 | 4,86 35 1,95 | 4,36 | 3,94 | 6,45 
2,07 | 5,85 | 4,02 | — 212 | 4385 | — vie 
80 1,89 | 4,65 | 3,96 | 5,85 31 1,885 4,75 | 4,00 | 5,95 
1,85 — |398 | — 2,0 4,55 | 4,14; — 
12 | 1,83 | 3,84 | 4,12 | 4,94 34 1,882 | 4,8 | 8,82 | 5,58 
1,715 | 3,81 | 4,05 | 4,9 2.0 4,76 | 3,82 | — 
184 2,1 4,82 | 4,0 | 6,12 30 214 | 5,24] 4,51 | 6,58 
1,95 | 4,72 | 4,21 | 6,1 2,16 | 5,02 | 4,31) — 
Durch- Durch- ak a bt | 
hte 1,91 | 4,65 | 4,02 | 5,57 schnitts-$ 2,05 
werte werte 
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Die letzten 5 Tiere, die alle nichtautoklavierten Hefeextrakt bekommey 
hatten, fielen auch ohne diesen Wechsel in der B,-Versorgung zuniichst ab, 
um dann wieder anzusteigen und schlieBlich definitiv zu fallen. Die Fett. 
depots sind meist noch vorhanden, besonders im Nierenlager und Nety, 
Muskulatur nicht atrophisch. Am meisten fielen die groBen Nieren auf 
































(Tab. 5). 
Tabelle 8. 

Junge Normalratten. 

PN - 100 

Gewicht a ee 
g Muskel Leber Nieren | Milz 
88 2,328 5,1 4,47 | 789 
2,328 5,14 4,79 | ton 
92 2,4 5,12 4,375 | vn 
2,23 — _ _ 
17 2,26 5,7 3,99 | 8,1 
2,27 5,55 4,0 | te 
83 2,063 4,47 4,21 5,75 
1,925 4452 | 4,24 | — 
85 2,32 4,8 | 4,275 | 5,95 
2,44 4,76 | 4,39 | pas 
108 2,2 4,82 | _ | -- 

2,3 4,85 
100 2,17 4,6 a 6,82 
Durchschnittswerte: 2,23 | 4,91 | 4,3 6,9 
(Tabelle 9). Normalratten von 146 bzw. 140 g. 

| Muskel | Leber Nieren Milz 
Durchsehnitt: 2,15 4,95 4,16 | 6,5 


Bei den ilteren Tieren zeigte sich also deutlich, daB der von v. Euler 
und Schmidt an jugendlichen Tieren beobachtete Befund nicht auftrat 
(Tab. 6). Versuchsdauer 67, 71, 52, 51, 114 Tage. 

Alle Tiere gehérten demselben Wurf an und waren 21 Tage alt. Ein 
Kontrolltier aus demselben Wurf gab folgende Gewichtszahlen: Anfang des 
Versuchs 31 g, 4. Tag 38g, 7. Tag 45 ¢, 11. Tag 62g, 14.Tag Tig, 18. Tag 
85 g, 25. Tag 110 g, 32. Tag 135 g, 39. Tag 146g. Wir muBten also auch 
die Normalwerte von Tieren dieses Gewichts ermitteln. Die beiden letzten 
Tiere miiBte man wohi mit 200g schweren vergleichen. Dauer 36, 37, 81, 
56, 64 Tage (Tab. 7). . 

Im Zentrum des Tumors greift, wie ja bekannt ist, friih, schon bei 
2—8 g schweren Knoten die Nekrose Platz. Die Leber zeigt meistens das 
Bild einer triiben Schwellung, welches die groBen Gewichts- und die niedrigen 
Gesamt-N-Werte erklirt. Die beiden letzten Lebern wurden blutleer ge 
spiilt (Tab. 9). 
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Leukocytenzahlen. 








Nummer | Vor der Impfung 


1063 28000 30000 
1064 21400 25 200 
1065 18000 16000 
1066 18400 12200 
1067 19500 25400 








Tabelle 9. 


Jensensarkomratten. 








PN - 100 


GN 
Tumor Muskel Leber 





Nieren 


6,95 1,925 6,25 | 83,65 ie 
6,45 ~ 6,12 nn a 
6,15 2,028 6,225 3,66 
6,4 - 6,1 2 - 
6,175 1,86 6,22 3,89 
6,1 ~ 5,9 ~ 
6,34 “ 6,2 3,88 
6,1 - 6,25 3,95 
5,95 — 5,9 4,09 
5,98 = 5,92 4,28 
- - 5,48 ~- 
sii — 5,34 ss 
ae = 5,44 < 
_ _ 5,225 “ - 
“~ _ 5,26 os 6,925 
8 us 5,67 saa 6,65 
+ “<e 5,05 = aa 
~ a 4,98 i os 
- i 6,13 wet - 
— os 6,23 _ os 
at _ 5,72 _ ai 
- - 5,75 _ - 
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Durchschnittswerte: 
6,26 | 1,93 | 5,688 | 3,91 8,06 


Die Leber einer groBen (350 g) Ratte wurde unter aseptischen Be- 
dingungen durch einen Latapieapparat gepreBt, mit etwa 6 ccm Ringer- 
lésung (zusammen = 10 ccm) in einem MoOrser angerieben und 2—3 Tieren 
subcutan injiziert. Der Brei wurde schlecht resorbiert. Bei Nr. 6, 7 und 8 
war das Depot mit Kokken infiziert, roch bei Nr. 7 sogar faulig, war 
hier von starker Milz- und Leberschwellung begleitet, die auch sonst meist 
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deutlich waren, doch nicht so hohe Werte erreichten. Nr. 9 und 11 warep 









































sicher nicht infiziert (Abstrich), Nr. 10 und 11 wurden peritoneal injizier, | al 
le 
Tabelle 10. Tabelle 11. " 
Leberwerte von Ratten, Leberwerte nach Injektion V 
denen suspendierter Leber- von thymusnucleinsaurem 

brei injiziert worden war. Natrium. ££ 
— ——-—— | WwW 
PN - 100 PN - 100 | i 
GN GN il 
Leber Leber ' 

5,05 (5,9) 4,74 4,89 

4,96 (5,86) 4,52 4,89 

4,75 5,4 4,7 5,02 
ie 5,55 4,79 4,95 - 

5,65 | 5,68 4,86 4,67 
5,DD 5,32 4,89 4,7 , 
5,15 4,95 4,62 5,11 ( 
5,25 4,85 4,88 5,07 I 
4,72 5,5 4,91 5,45 ( 

4,92 5,39 4,94 5,42 
5,16 5,05 5,2 ; 
5,0 5,08 5,1 } 

Durchschnittswert: ae . 
5,375 

5,2 7 ‘ 

Durchschnittswert: - 
4,97 


Terpentinabsze8: Den Ratten wurde 0,5 cem Terpentinél einmal 
oder mit mehrtigigem Intervall 2—3 mal in die Oberschenkelmuskulatur ge- 
spritzt, wo verschieden groBe Abszesse entstanden, die sich spiter abkapselten. ( 
Bei der 2. Injektion verfielen die Tiere nach etwa 1/, Stunde in einen 
Kollapszustand, von dem sie sich im Brutschrank wieder erholten. 

Es wurde eine Lésung von thymusnucleinsaurem Natrium injiziert, 
die in 1 cem 70 mg enthielt. Injektion in die Oberschenkelmuskulatur, bei 
Nr. 5 und 10 subcutan. Bei Nr. 5 deutliche Leberschwellung wieder mit | 
dem héchsten Wert verbunden. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 
1. Normale Tiere. 


Die Durchschnittswerte betragen: 




















Muskel Leber Niere Milz 
Gesamt-N ...... 3,25 3,26 2,68 2,97 
ee 0,665 0,1508 0,1015 0,195 
a 2,09 4,65 3,83 6,59 
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Die Werte sind, wenigstens fiir Muskel und Leber, geringer 
als die von Euler und G. Schmidt (a. a. 0.) gefundenen. Viel- 
leicht ist der groBe Hefegehalt der von diesen Autoren verab- 
reichten Kost doch nicht ganz ohne EinfluB, wenn auch unsere 
Versuche gegen eine Speicherung verfiitterter Purine sprechen. 
Die Werte fiir die Milz schwanken ziemlich stark, was sich durch 
wechselnde Blutfiille und verschieden starke Ausbildung des 
lymphatischen Apparates erkliren laBt. Wir schenken daher 
iiberhaupt diesem Organ in unseren Untersuchungen nur geringe 
Beachtung. 


2. Absoluter Hunger. 
Die Durchschnittswerte betragen: 








Muskel Leber Niere Milz 























Gesamt-N...... 3,32 3,45 2,773 3,07 
PurinN....... 0,056 0,1585 0,108 0,174 
Quotient. ...... 1,52 4,605 3,81 5,6 


also Abnahme in Muskel und Milz, gleiche Werte fiir Leber und 


Niere. 


3. EiweiBfreie Nahrung (Kohlenhydrat—Fettkost). 


























Muskel Leber Niere 
un... §§ E ee eeee 3,095 2,6 2,78 
.. SPSS Tee Tee 0,61 0,148 0,1148 
IIS: 6.5 5 vie we earn 1,935 5,64 4,17 


Die Unterschiede gegeniiber den Normalwerten sind deutlich 
und betreffen in erster Linie die Leber, in zweiter die Niere. 
Die Zunahme ist in der Leber bedingt durch eine starke Ab- 
nahme des absoluten Gesamt-N-Wertes, bei kaum erniedrigtem 
Puringehalt. Die ,,Verdiinnung“ betrifft also nur das Cytoplasma. 
In der Niere ist der Purin-N etwas erhdht. 


4, EKiweifbiberfiitterung. 


























Leber Niere 
Gesamt-N...... 3,7 2,807 
ee 0,1463 0,1 
Bo sg ad 3,94 3,47 
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Auch hier ist es wieder die Leber, die vor allem auf die 
verinderte Kost anspricht. Die Gesamt-N-Werte sind gestiegen, 
die Purin-N-Werte gleichgeblieben (Niere) oder gar etwas ge. 
sunken (Leber). Auch hier herrscht Ubereinstimmung mit dem 
histologischen Aussehen des Organs mit dem dichten Cytoplasma 
bei nahezu gleichbleibender Kernverteilung. Entsprechend dey 
Gesamtkérpergewicht hatten auch die Lebern etwas an Gewicht 
eingebiiBt, indes die Nieren die bei KiweiBiberfiitterung bekannte 
VergréBerung aufwiesen. 


5. Nucleinsiureverfiitterung. 























Muskel Leber Niere 
le ee 3.32 2,58 2,91 
 , Sere eo ae 0,0645 0,152 0,116 
NE 5m pina Ale ci ese Geek a 1,97 5,88 4,02 


Wohl sind die Durchschnittswerte fiir die Leber etwas ge- 
hoben, jedoch sind keine gréSeren Einzelwerte als bei Kohlen- 
hydratfettkost vorhanden. Wenn wir daraus ableiten, daB verfiitterte 
Purine nicht gespeichert werden, so finden wir uns im Hinklang 
mit den meisten Untersuchern. Nucleinsiureverfiitterung zu 
normaler Kost wurde nicht untersucht. Unter Bezugnahme auf 
die Beobachtung von Schittenhelm, daB nach Nucleinsiure- 
zufuhr eine Leukocytose auftritt, zihlten auch wir die weilen 
Blutkérperchen, konnten aber keine konstante Anderung fest- 
stellen. 


A-Avitaminose. 


H.v. Euler und G.Schmidt (a.a.0O.) untersuchten die 
Frage, ,ob nicht die Wachstumswirkung des Vitamins A auf die 
Erhéhung der Kernbildung und die Beschleunigung der Zell- 
teilung zuriickgefiihrt werden kann, mit anderen Worten ob nicht 
die Vitamin-A-Wirkung im Kernreichtum der Zellen zum Aus- 
druck kommt“. Ihre Resultate, die allerdings unter sich stark 
abweichen, schienen die Frage zu bejahen, wenigstens fiir Muskel, 
Niere und Milz der Ratte, so daB Euler’) in einer anderen 
Arbeit iiber die Anti-Infektionswirkung des genannten Vitamins 
den Schlu8 zog, ,daB die Wirkungen des Vitamins A und Caro- 
tins, somit auch die sich primir an den Schleimhiuten AuBernde 


) Diese Z. 282, 1 (1935). 
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Anti-Infektionswirkung mit der Anreicherung der Purine zur Be- 
firderung der Bildung der Zellkerne beginnt“. 

Unsere Durchschnittswerte bei Alteren A-avitaminotischen 
Ratten sind folgende (Tab. 6): 




















Muskel Leber Niere Mila 
Gesamt-N...... 3,385 3,29 2,668 “B41 
te eee 0,0646 0,155 0,107 0,171 
Ce 1,91 4,65 4,02 5,57 


Die Zahlen stimmen weitgehend mit den Normal- 
werten tiberein, wenn auch zuzugeben ist, daB sie unter sich 
stiirkere Unterschiede aufweisen wie normal erniihrte Ratten. 
Deutlich scheint die Abnahme bei der Milz zu sein. 

Eben entwoéhnte jugendliche A-avitaminotische Ratten: 


























Muskel Leber Niere Milz 
Gesamt-N eer 8,857 3,52 3,14 3,39 
Purin-N .......- 0,0687 0,1678 0,132 0,2221 
Quotient ....... 2,05 4,75 4,2 8,0 


Auch hier wieder weitgehende Ubereinstimmung mit den 
Normalwerten. Die Abnahme beim Muskel trafen wir schon 
friher beim Hunger und bei eiweiBfreier Kost, sie hingt wohl 
mit der Kachexie zusammen. Unsere Zahlen fiihren also zu dem 
Schlu8, daB A-Vitamin und Puringehalt der Zelle in keine direkte 
Beziehung zu setzen sind. Dies steht zunichst in Gegensatz zu 
den mitgeteilten Ergebnissen von Euler und G.Schmidt. Wir 
sind weit davon entfernt, die von den Autoren mitgeteilten Resul- 
tate anzuzweifeln, wir kénnen aber zunichst keine Erklirung fiir 
diese Diskrepanz geben, und es ist bei der groSen Zahl der von 
uns durchgefiihrten Versuche héchst unwahrscheinlich, daB wir 
das Opfer eines Zufalls geworden sind. Es wird also noch wei- 
terer Untersuchungen bedirfen, um diese verschiedenen Resultate 
in Ubereinstimmung zu bringen (z. B. anderes Tiermaterial, andere 
Vorbehandlung der Versuchstiere usw.). 

Ziehen wir aus diesen Resultaten weitere Schliisse auf das 
Wachstumsproblem iiberhaupt, so geht daraus hervor, daS in 
Ubereinstimmung mit den Resultaten von A. Kossel (a. a. O.) 


jugendliche wachsende Gewebe relativ mehr Purine enthalten als 


iltere. Aus den Vitaminversuchen folgt aber auch, daB der héhere 
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Puringehalt kein Wachstum erzeugt, denn wir fanden denselbey 
Quotienten bei wachsenden und bei nichtwachsenden Ratten. 


Jensensarkom. 


Man kénnte vermuten, daf maligne Tumoren, die ja in der 
Regel kernreich sind, ihren Purinbedarf dadurch decken, daf sie 
dem iibrigen Kérper diese Stoffe entziehen. Zu unserer Uber. 
raschung zeigte es sich, daB gerade das Gegenteil der Fall ist: 
der Tumor titberschwemmt den Kérper mit Purinen, die 


in der Leber gespeichert und wabhrscheinlich auch abgebaut | 


werden. Anbei die Durchschnittswerte: 








Tumor | Nekrose| Muskel Leber Niere Milz 





























Gesamt-N..] 2,368 2,0 8,25 2,5 2,9 2,92 
Purin-N...] 0,1484 | 0,03 0,063 | 0,155 | 0,114 0,24 
Quotient...| 626 | 15 | 1,93 | 5-62] 391 | 805 


Der absolute Purinwert bezogen auf das Frischgewicht | 
des ‘Tumors entspricht genau dem der Leber. Durch den geringen | 
Gesamt-N des Sarkoms kommt aber doch ein bedeutend hoéherer | 
Quotient fiir dieses zustande. Die Nekrose enthalt in Uber- | 
einstimmung mit dem mikroskopischen Befund nur wenig Purine, © 
sowohl absolut wie relativ, trotzdem auch der Gesamt-N etwas _ 
gesunken ist. Dabei ist zu bedenken, daB der gefundene Purin- | 
N-Wert wegen der im experimentellen Teil mitgeteilten metho- | 
dischen Fehler wohl noch zu hoch ist. Vergleichen wir die 7 
Organwerte mit den normalen, so ist fiir den Muskel eine leichte | 
Senkung des Puringehaltes festzustellen, vielleicht durch die © 
Kachexie bedingt. Fiir die Niere eine leichte, fiir die Leber und 
die Milz eine ausgesprochene Erhéhung. Die Zunahme geht mebr | 
oder weniger parallel mit der TumorgréSe; groBe Tumoren lassen _ 
den Quotienten auf 5,7—6,2 steigen, kleine nur auf 5—5,4. Nun | 
lat sich aber leicht feststellen, daf das Sarkomgewebe schon friih | 
der Nekrose verfallt, mithin bei groBen Tumoren ein enormer | 
Kernzerfall eintritt. Auf diesen Kernzerfall kénnte die Zu- | 


nahme der Purine in der Leber zurickzufihren sein. 


Gegen die gegebene Deutung der hohen Leberquotienten libt 
sich einwenden, da8 diese durch eine Leukocytose bedingt sein | 


kénnten, die als Folge des Gewebszerfalls durchaus méglich wire, 


wenn auch dagegen die Tatsache spricht, daB nicht alle Organe — 
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erhéhte Werte aufweisen. Wir zihlten daher die Leukocyten vor 
der Impfung und bei groB gewordenem Tumor, stellten aber nur 
unbedeutende Schwankungen fest. Der direkte Gegenbeweis lief 
sich auch durch den Nachweis erbringen, dai die ausgespiilte 
Leber genau gleich hohe Werte liefert. Nun ist aber wenig 
wahrscheinlich, daB es sich bei dieser Art Kernzerfall und dessen 
Folgen um eine fiir den Tumor spezifische Erscheinung handelt. 
Wir untersuchten also auch die Verhiltnisse bei auf anderem 
Wege erzeugten Gewebszerfall, indem Leberbrei und Terpentin 
injiziert wurden. Der Durchschnittswert aus beiden Serien liegt 
bei 5,2, ist also deutlich erhéht. Im einzelnen ist aber zu sagen, 
daB sich diese Zunahme nicht immer erzielen liBt, und nie so 
hohe Werte erreichte wie bei der Tumorimpfung. Wir weisen 
auf das gleichsinnige Verhalten von Leberschwellung und Purin- 
gehalt hin. 

SchlieBlich injizierten wir thymonucleinsaures Natrium in der 
Hoffnung, itiber die zeitlichen Verhiltnisse zwischen Resorption 
und Anreicherung in der Leber einigen Aufschlu8 zu gewinnen. 
Ks scheint, daf nach 16—24 Stunden die Werte am _ hichsten 
sind. An mehreren Tagen aufeinander folgende subcutane Injek- 
tionen brachten keine héheren Werte. Der Durchschnitt liegt 
bel 4,97. 

Zusammenfassend kiénnen wir sagen, daf sich bei kiinstlich 
erzeugtem Kernzerfall und bei Nucleinsiureinjektion 
wohl eine Zunahme der Purine in der Leber erreichen 
laBt, daB sie aber nie so regelmaBig auftritt und keine 
so hohen Werte erreicht wie beim Kernzerfall im Tumor. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 
1. Es wird die Durchfiihrung der Methode der Purinbestim- 
mung in Organen nach G. Schmidt genau beschrieben. 


2. Es wird der Puringehalt verschiedener Organe, nament- 
lich von Leber und Muskulatur, unter variierten EKrnahrungs- 
bedingungen bei der Ratte untersucht. 

3. Der Purinquotient von normal ernihrten Ratten betrigt 
fir Leber im Durchnitt 4,62, fiir die Niere 3,83, fiir Muskel 2,09. 
Bei jugendlichen normalen Ratten sind die Werte etwas héher. 

4. Bei absolutem Hunger betragen die Purinquotienten fiir 
Leber 4,60, fiir Niere 3,81, fir Muskel 1,52; es ist demnach ein 
deutlicher Abfall des Purinquotienten fiir Muskulatur festzustellen. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXL. 7 
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5. Bei reiner Kohlenhydrat—Fettkost betrigt der Purin- 
quotient fiir Leber 5,64, fiir Niere 4,17, fiir Muskulatur 1,93. 


6. Bei Eiweibiiberfiitterung betragen die Quotienten fiir 
Leber 3,94 und fiir Niere 3,47, sie sind also deutlich niedriger 
wie beim normal ernahrten Tier. 

7. Bei Nucleinsiureiiberfiitterung betrigt der Purinquotient 
der Leber 5,88, ist also deutlich erhéht, fiir Niere 4,02, fiir Mus- 
kulatur 1,97, ist also fiir Niere und Muskel vom Normalwert 
nicht unterschieden. 

8. Bei A-avitaminotischen ilteren Ratten und bei A-avita- 
minotischen jugendlichen Ratten sind die Quotienten fiir Muskel, 
Leber und Niere auf ganz gleicher Hiéhe wie bei den gleich- 
altrigen normalen Tieren. 

9. Beim Jensensarkom ist der Purinquotient fiir den Tumor 
6,26 (Nekrose 1,5), fiir Muskel 1,93, wihrenddem er fir Leber 
ungefihr die GréBe von 6,0 erreicht. Die Tumorratte hat 
also in der Leber wesentlich mehr Purine. 

10. Injektion von Leberbrei sowie Injektion von thymusnuclein- 
saurem Natrium gibt in der Leber ebenfalls eine leichte Krhéhung 
des Tumorquotienten, die aber niemals so hoch ist wie beim 
Sarkomtier. 





